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MÉTHODES SPECTRALES 


Nous avons décrit dans le tome 1 (cf, 
chap. III, HT. t) tes différents éléments physiques 
utilisés dans les photomètres et les spectropho- 
tomètrcs, ainsi que les techniques de spectrosco* 
pe d'émission, d’absorption moléculaire visible 
et la photoruétric des milieux troubles. 

Nous étudions, dans le présent chapitre, les 
méthodes d'analyse un peu plus sophistiquées, 
basées sur l'étude des spectres (variation du (lux 
énergétique émis ou absorbé en fonction de la 


longueur d'onde ou de la fréquences. La plupart 
des techniques envisagées font appel à des 
radiations électromagnétiques.. Le tableau I 
résume l'ensemble des radiations que l'on 
utilisera, 

L'émission dans le visible a été étudiée dans 9e 
tome 1 . L'émission ou l’absorption de rayons y 
sera envisagée dans le chapitre III avec (ê$ 
autres types de radioactivité. 


Tableau I Radiation! utilisées, fri speclrumë!ne> 
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1.1. L'absorption moléculaire 


Lorsqu'un faisceau de radiations monochro- 
matiques (fréquence v) pénètre dans un milieu 
matériel solide, liquide ou gareux, les molécules 
constituant ce milieu peuvent absorber une 
partie du rayonnement. Pour que celte 
absorption ait Heu, il faut que l'énergie des 
photons (Atv) soit égale à la différence d’énergie 
correspondant à une transition possible entre 


deux niveaux de la molécule, il est donc 
nécessaire de préciser comment sont répartis les 
niveaux énergétiques d'une molécule et d’en 
déduite les interactions possibles avec le 
rayonnement. Nous étudierons ensuite l’absorp- 
tion ultraviolette (l’absorption visible étant 
développée dans le tome 1) et l’absorption 
infrarouge. 
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1, L'énergie des molécules 


L'énergie d’une molécule comporté plusieurs 
pariiez quantifiées ; 

- énergie électronique : les électrons des 
atomes constituant la molécule sons répartis 
dans des orbitales moléculaires d’énergie bien 
définie; 

— énergie dé uifirofion ; ks atomes liés par 
des liaisons de covalence, vibrent les uns par 
rapport aux autres comme s’ils étaient unis par 
de petits ressorts : leur énergie ne peut prendre 
qu'une suite discontinue de valeurs; 

- énergie dé rotation ; l'ensemble d'une 
molécule peut tourner dans l’espace ; les 
mouvements correspondants font intervenir une 
énergie, également quantifiée, l'énergie de 
rotation ; 

— énergie nucléaire : en présence d’un champ 
magnétique, les noyaux de certains atomes (H 
par exemple) vont subir des interactions, qui 
font apparaître un autre type d énergie, Nous 
étudierons ce phénomène, la résonance magné- 
tique nucléaire, dans la partie 1-4 de ce chapi- 
tre. 


11 ÉNERGIE ÉLECTRONIQUE 
DES MOLÉCULES 


d’une orbitale atomique, il peut alors se 
produire ; 

- un abaissement de l'énergie, avec forma.' 
lion d’une orbitale moléculaire dite « liante » ; 

— une augmentation de l’énergie, avec 
formation d’une orbitale moléculaire dite 
« antiliante ». 

La succession des niveaux énergétiques ainsi 
obtenus constitue le diagramme des orbitales 
moléculaires. On donne ci-après trois exemples 
simples pour illustrer cette méthode. 


l.U. CAB DE L’HYDROGÈNE 

L'atome d’hydrogène comporte une orbitale 
li. La combinaison des orbitales Is de deux 
atomes (atome a et atome b) donne une orbitale 
à symétrie axiale appelée cr (sigma); deux 
niveaux d’énergie sont alors possibles (Ig l\ a 
et n* correspondant aux orbitales liantes et 
antiliantes. 

Chaque orbitale comporte un électron (qu’on 
représente par une flèche pour symboliser son 
spin). Dans la molécule, les électrons occupent, 
dans l’état fondamental, le niveau d'énergie le 
plus bas, c’est-à-dire celui de l’orbitale liante 


Les atomes, isolés, ont une énergie électroni- 
que que nous avons étudiée dans le tome L avec 
la technique de rémission atomique. 

Une théorie simple permet d’expliquer la 
formation des molécules à partir des orbitales 
atomiques ; c’est la méthode appelée CLOA, 
combinaison linéaire des orbitales atomiques. La 
mécanique quantique montre; en effet, que la 
combinaison linéaire des orbitales atomiques 
permet d’obtenir les orbitales moléculaires. 
Cette combinaison peut se réaliser de deux 
façons. A partir d’un niveau énergétique donné 
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L'orbitale antiliante, est donc inoccupée, 
dans l étal fondamental- Une excitation de la 
molécule peu! provoquer une transît ton des 
électrons de l'orbitale o la à l'orbitale tr? v 


combinaison au cours de b formation de Sa 
molécule. Les électrons appartenant à ces 
orbitales ne participent pas à la liaison; ils sont 
appelés non Uanis fftg, 3). 


1.1.1 CAS DE L’OXYGÈNE 

On ne s’occupe que des électrons externes des 
atomes, 2s 1 et 2p 4 . La combinaison des orbitales 
p peut se réaliser de deux façons : 

— suivant Taxe des orbitales; il se forme 
alors une orbitale à symétrie axiale, o ; on 
retrouve, comme dans Se cas de l’hydrogène, les 
deux niveaux possibles ce et er* (ftg, 2) ; 
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¥\g, 2 Orbitales moléculaires de l’oxygène. 


- suivant une direction perpendiculaire à 
l’axe , il se forme alors des orbitales k; on 
obtient deux niveaux énergétiques, te, liant et n% 
antiliant 

Chaque atome d’oxygène comportant quatre 
électrons externes. k$ huit électrons vont 
occuper successivement les différents niveaux, 
dans l'ordre d énergie croissante. L’orbitale erj^ 
reste donc vide. 


1.13. CAS DE HCl 

On rencontre, dans la molécule de HCl, un 
troisième type d’orbitale 1 qui ne va pas subir de 


Fig. 3 Orhiiaics moléculaires de HCl 


1E faut remarquer, également, dans ce eus, que 
les niveaux des orbitales atomiques sont à une 
hauteur différente, car H el Cl n'ont pas la 
tnéme électronégativité et la liaison est polarisée. 


1.2. ÉNERGIE DE VIBRATION 
DES MOLÉCULES 


1,2.1. MODÈLE SIMPLE î 
LE RESSORT 


La liaison, qui existe entre deux atome# A et 
B. est analogue à celle qui est due à un ressori. 
lequel exerce une force de rappel lorsque À et B 
ont tendance à s’éloigner (fig. 4), Cette force 
intervient si A ei lî s’éloignent et si A et B se 
rapprochent trop l'un de l'autre. Il s'établit une 
position d'équilibre stable, autour de laquelle les 
atomes ont un mouvement vibratoire, par suite 
de l’agi lalion thermique. 

La fréquence des Vibrations, v 0 , peut être 
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calculée pif la mécanique classique ; 



relation dans laquelle k est la constante de 
raideur du ressort et p la masse réduite donnés 
par la relation : 

I _ î 1 

p m A m B 

L'ensemble des deux corps À et B possède une 
énergie potentielle, qui varie selon la distance, r, 
entre À et B : 

E*.- 1/2 *(r- r„! ! (fig. S). 

La position d’équilibre stable Correspond au 
minimum, d’énergie potentielle ; il lui est associée 
la valeur r 0 de la distance entre A et B. 



Fig, 4 Modèle du ressort. 



Fig, 5 Énergie du ressort. 


U.L CORRECTIONS AU MODÈLE 
CLASSIQUE ; LA MOLÉCULE 

Les corrections sont les suivantes : 

- on utilise une origine differente pour 


l'énergie potentielle. E = Û lorsque la liaison 
n’existe plus» c est -à-dire lorsque A et B ne sont 
plus liés, La molécule correspond donc à une 
énergie négative, lorsque À et B sont liés ; 

- A la compression» les électrons des atomes 
se repoussent et l'augmentation d'énergie 
potentielle est plus rapide que dans 1e cas du 
ressort. La courbe n/est donc plus symétrique 
|ûg Ê). 



— la mécanique quantique montre que la 
liaison ne peut exister que dans quelques « états 
énergétiques» bien définis. Là molécule 
comporte donc des niveaux d'énergie de 
vibration : 



où v est le nombre quantique de vibration et v e 
la fréquence de vibration de la liaison. Les 
différents niveaux d’énergie obtenus sont 
équidistants (Tig. 7} On retrouve un tel 
diagramme pour chacune des liaisons rencon- 
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irées dans une molécule et pour chacun des étals 
d’énefgie électronique. 



Fig- 7 États de vibration d'une molécule (pour un 
étal électronique: donné). 


L2J. CAS DES MOLÉCULES 
POLYATOMIQUES 

L’élude que Ton vient de faire s’applique à un 
mode de vibration particulier, qui traduit 
l’allongement de la liaison- 

/\ /\ 
JUÿrtgM** n Àfc" i}*i**r, 
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Flf, 9 Differents mudei de vibration, d'une molécule 
triaiomiqut : a]]onfentcm f<* rtrrtching ») et défor- 
mation <« bending ») 


Si on considère une molécule triai otnique, on 
doit étudier d'autres modes de vibration : 

— vibration d'dfongi#Me«r des liaisons, 
symétriques ou antisymètriques ; 

— vibrations de dèformaîwn , dans le plan ou 
hors du plan de la molécule, La figure 8 
représente ces différentes vibrations. 


1.3, ÉNERGIE DE ROTATION 

La molécule peut tourner autour d’axes de 
rotation tels que A (fig. 9) avec une vitesse 
angulaire ai. Elle acquiert une énergie cinétique 
de rotation : 

E ra - 1/JIoo 2 

où t représente le moment d'inertie de la 
molécule par rapport à l’axe considéré, 1 peut se 
calculer à partir de la masse réduite ; ï = ji.r 1 . 


U 



«S-* Roiaüon d'une molécule, 

La mécanique quantique montre que la 
molécule né peut acquérir n’importe quelle 
vitesse de rotation. Il s’introduit un nombre 
quan tique de rotation J et rénergte cinétique de 
rotation est quantifiée 4 , 

e ~= j(j+i, >5ï 

Lw niveaux d'énergie s’éloignent les uns des 
autres au fur et ë mesure que le nombre 
quan tique J augmente. 
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1 ,4. TRANSITIONS 
ÉNERGÉTIQUES 

Il se produit une transition énergétique 
lorsque la molécule est excitée et lorsque son 
état énergétique passe sur un niveau plus élevé 
Si cette excitation est produite par un photon, 
celui-ci est absorbé par La molécule, Il faut, 
pour cela, que Jtv *= AE, où hv est Fénergie du 
photon, et âE Fénergïe correspondant à la 
transition énergétique, 


1AI, DOMAINES CORRESPONDANT 
AUX DIFFÉRENTES 
TRANSITIONS 

Le tableau 2 rassemble ces différents 

domaines. 


1,4.2. EXEMPLE 

DE TRANSITION 

Les spectres de rotation pure ne seront pas 
étudiés dans cet ouvrage ; ils n’offrent que peu 
d’intérêt pour l'analyse bÉOchiinique- 
Nous montrons, figure 10. deux transitions 
énergétiques qui ont lieu dans [^ultraviolet (ou le 
visible] et dans l’infrarouge. Ainsi sont 
représentés deux états d’énergie électronique 


d'une molécule et les différents états de vibration 
correspondants. 



Fig. 10 Deux exemples simples de transition : 
absorption! d'une photon ultraviolet et d'un photon 
infrarouge. 


Un rayonnement ultraviolet ou visible ne 
peut provoquer que des transitions d'énergie 
électronique létal î à étal II). 


Tableau 2 Résumé 4es xmmnU>w « optiques ». 
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Les atomes ayant une inertie supérieure à 
celle des électrons, une transit ton électro nique se 
produit sans variation de la distance rentre les 
atomes A et B de la molécule. On représente 
donc une telle transition par un segment 
vertical, 

Un rayonnement proche infrarouge ne peut 


provoquer qu'une transition entre deux états de 
vibration (i> = 2 à u = 3, par exemple). 

Nous n'avons représenté que des transitions 
produites par absorption de rayonnement; on 
trouvera dans les chapitres suivants des 
transitions produites, par émission de rayonne- 
ment . 


2. Absorption ultraviolette 


2.1. GÉNÉRALITÉS 


Les transitions entre des niveaux d'énergie 
électronique (cf- II. 1) correspondent à des 
radiations situées dans le visible et l'ultraviolet. 

Nous avons développé, dans le tome 1, la 
spcctrophotométrie vi&ible. Nous étudierons, 
dans ce paragraphe, uniquement la spectromé- 
trie ni tra violet (e. 


LL1. DOMAINE DE 

LONGUEUR D'ONDE 


L'échelle suivante représente le domaine de 
longueur d'onde utilisé en spectrométrie 
ultraviolette : 


Lointain 

ultraviolet 


Ultraviolet 
« courant » 


Visible 


■+ 


160 .210 ICO JL(nmj 


nombreuses liaisons, ûn peut cependant 
expliquer l'allure d'un spectre d'absorption par 
un diagramme énergétique simple (fig. H). 



Mgr 11 Transitions énergétiques possibles par 
absorption ultra violet te. 


Le lointain ultraviolet (160 nm < X 
< 210 nm) correspond à un domaine où l'oxy- 
gène absorbe fortement les radiations; son utili- 
sation demande donc des précautions : mesures 
faites en absence d'air, sous vide. 

2.1.2. TRANSITIONS 
ÉLECTRONIQUES 

Souvent, les molécules, qui absorbent dans ce 
domaine, sont complexes et formées de 


On schématise un niveau d'énergie électroni- 
que de 3a molécule par une courbe qui rappelle 
le diagramme énergétique relatif à une ftpijon. 
En l'absence d'excitation, les molécules 
possèdent l'énergie E ô , Dans cet état électroni- 
que, elles peuvent avoir différents états de 
vibration. Chaque énergie de vibration possible 
correspond aux niveaux V 0t V 3 T Vj ... 

L'absorption d'un rayonnement se traduira 
par toutes les transitions schématisées sur la 
figure 1 1 et Ton remarque le grand nombre de 
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possibilités, d'énergie très voisine. L'ensemble de 
toutes tes longueurs d’onde, voisines* qui seront 
absorbées* forme un spectre de bandes larges et 
non un spectre de bandes étroites comme on 
trouve en infrarouge (cf. 1.1*3)* La figure 12 
montre la différence d'allure de ces spectres. 




Fig, |J Comparaison d’un spectre d’absorption : 
fl) Ullraviolel (spectre de bandes larges),, b) Infra- 
rouge (spectre de bandes étroites). 


22 , APPAREILLAGE 

On distingue les appareils qui permettent de 
tracer un spectre ultraviolet fou visible), Avec 
enregistrement, et ceux qui permettent de 
mesurer seulement le# densités optique#, plutôt 
utilisés en analyse quantitative. Leur principe 
est le même que celui qui a été décrit dans 
le tome 1, en spectrophotométrie visible. Nous 
rappellerons, ici, le principe des speclrophoio- 
mètres à double faisceau, 

La figure 13 représente le schéma d’un tel 
appareil, destiné au tracé des spectres 
d'absorption ultraviolet ou visible. À partir du 


rayonnement émis par la source, on obtient un 
faisceau monochromatique de longueur d’onde 
variable, au moyen d'un double monochromst- 
teur. à prisme et à réseau. Le faisceau 
monochromatique est alors séparé en deux I 
l’aide d’un dispositif tournant. Un tel dispositif 
est successivement miroir, lame transparente ou 
écran ; lorsqu’il est miroir, le faisceau (2) traverse 
la cellule contenant l échantillon ; lorsqu’il 
devient lame transparente, il transmet le 
faisceau fl) qui traverse la cellule de référence 
pouvant contenir le solvant ou le blanc ; s’il est 
écran, il permet au système électronique de 
comparer le flux des deux faisceaux précédents 
et d’imposer au stylet de l’enregistreur un 
déplacement proportionnel à leur difFéretwe. 

Les appareils dont on se sert en ultraviolet ou 
visible utilisent plutôt un système électronique 
Qu*urt atténuateur optique comme on en 
rencontre dans les appareils infrarouges, 

2 . 11 . SOURCES 

DE RAYONNEMENT 

Dans le visible, on se sert de lampes à filament 
de tungstène, avec éventuellement cycle à 
halogène* permettant d’obtenir des températures 
plus élevées Q 200 K) et un meilleur rendement 
lumineux. 


n F tnifl 

II ,*,! 



Fîg, 13 Specirophotométre à double faisceau, 


S 
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Dam l'ultraviolet, on utilise couramment des 
lampes à hydrogène ou à deutérium (D 2 ), avec 
enveloppe en quartz. Ces lampes fournissent un 
Spectre continu, ultraviolet, jusqu’à 375 nm et 
discontinu dans le visible. Un système, en 
général, permet de changer de source vers 
3fi(> nm pour passer de fuilra violet au visible. 


2,2,2, SYSTÈME DISPERSIF 

Les appareils les plus employés utilisent des 
réseau*. Pour éviter le chevauchement des 
différents ordres de diffraction, on leur adjoint, 
en général, soit des filtres, soit des prismes à 
faible résolution (fig 1 3 ). 


2.3. APPLICATIONS ANALYTIQUES 

23A. ANALYSE QUALITATIVE 

Les molécules complexes ont une absorption 
qui est la somme des absorptions des différents 
groupements qui la constituent Un certain 
nombre de groupements sont responsables 
d'une absorption intense dans le domaine, visible 
Ou ultraviolet : on les appelle chromophores. t! 
en existe d’antres qui. placés an voisinage d’un 
chromo phorc, en font varier l'absorption, alors 
qu’eux -même s ntabsorbent pas directement 
dans le domaine envisagé , on les- appelle 
suxochromts (exemple ; allyle, amine,,.). Le 
tableau 3 indique les principaux chiomophores 
et leurs transitions correspondantes. 

Les hydrocarbures saturés n'absorbent pas 
dans le domaine ultraviolet et visible et peuvent 
donc être utilisés comme solvant, de même que 
l’eau. 

Lorsque deux doubles liaisons '(électrons ni 
ou une double liaison et un doublet libre 
(électrons rt) ne sont séparés que par une seule 
simple liaison, on dit qu'ils sont conjugués. La 
conjugaison augmente la longueur d'onde 
d’absorption, elle exerce un effet bnf hochr ome. Si 


le nombre de doubles liaisons devient suffisant, 
le corps devient coloré, car l’absorption a lieu 
dans le visible. 

Les protéines n'absorbent pas directement 
dans le visible; en ultraviolet, elles donnent 
l’absorption caractéristique des acides aminés 
aromatiques et de la liaison peptidique. Seules 
certaines protéines, qui possèdent quelques 
groupements particuliers (hémoglobine) absor- 
bent dans le visible, On peut remarquer que 
toutes les protéines ont un spectre semblable, 
avec absorption intense pour X < 220 nm, 
(liaison peptidiq ue| minimale vers 250 nm, 
maximale très marquée vers 280 nm (acides ami- 
nés aromatiques). 

Différents facteurs peuvent modifier l'allure 
des spectres dans celle région ; solvant, pii, 
température, Le solvant modifie le spectre 
lorsque les molécules présentes sont polaires et 
qu’elles interagissent par les forces de Van der 
Waals (en général, déplacement vers les grandes 
longueurs d’onde). Les variations de ptt peuvent 
provoquer des ionisations de molécules qui 
modifient la répartition des électrons dans leurs 
orbitales. Cette influente es! utilisée dans les 
indicateurs colorés acido-basiques, par exemple 
la phénol phlaléine ; 



Étant donné la largeur des bandes d'absorp- 
tion, l’influence de solvant, du pH . . . , il est 
difficile d’utiliser un spectre d'absorption 
ultraviolet ou visible pour déterminer la 
structure d’une molécule. Un spectre UV ou 
visible permet surtout de doser une substance en 
indiquant la longueur d'onde du maximum 
d'absorption et de mettre en évidence des 
espèces instables qui interviennent comme 
intermédiaires dans les réactions et qu'on ne 
peut pas isoler. 
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L'ABSORPTION MOLÉCULAIRE 


Exemples de speclre d‘ ah sar pi wn ; 

La figure 14 représente le spectre d^absorpüon 
UV de radénosiiie ; la figure ] 3 représente celui de 
l'atètophciionc {on trouvera fîg. 20. p„ 16 et fig. 61, 
p. 44,. 3es spectres IR et RMN de celte meure 
subslansoe), 

2A2, ANALYSE QUANTITATIVE 

C'est dans le domaine ultraviolet cl visible 
que la loi de Béer- Lambert est la plus utilisée 
Les bandes d'absorption étant relativement 
larges, il est aisé de se placer à une longueur 
d'onde correspondant à une grande absorption 
et de mesurer la densité optique [voir la loi de 
Becr- Lambert, tome I. chap III, Mi l, 12). 

L'utilisation des s pcc l roph o L omé t rc s ullra vio- 
lets permet : 

— soit de doser des substances absorbant en 
UV; 

— soit de doser des substances non absor- 
bantes, en formant avec celles-ci un complexe 
absorbant, soluble et spécifique, sous l'influence 
de réactifs chimiques. 

2.3/2. 1. Méthode directe de dosage 

On utilise directement la relation 
D 0 = eT.c; il faut connaître le coefficient 
d'absorption de la substance (b) et caler le 
spectrophotomclre avec des lames étalons 
puisque e varie avec la longueur d'onde. 

Exemple : Dusage dit N ADH {fig. 1 6) t 

e HAPMi h ■ = é.22 . 10 *' J mol ” J . I . cm ' 1 . 


3. Absorption infrarouge 

Dans le domaine infrarouge (1 > 0,8 pm), 
l’absorption d’une radiation, électromagnétique 
correspond à une transition en ire des états die 
vibration de la molécule. Le domaine le plus 



% 16 Spectres d’absorptions du NAD + et 
MADH, H * . 


On peut ainsi mesurer l'activité d’une dêshydrogé- 
nase à N ADH en mesurant à 340 mm la variation de 
La densité optique, due â la transformation du 
eœnzj'me réduit en cwfliymç oxydé. 

Si un ne connaît pas exactement &. il est nécessaire 
de tracer une courbe d'étalonnage D« = fie) avec 
une gamme de témoins de concentration connues, 
dans des conditions où 9a loi de Beer-Lamhcri est 
vérifiée (la méthode est la même que celle utilisée dans 
le visible). 

2 J. 12. Méthodes indirectes : 

dosages absorptiométriques 

La mesure de la variation de la densité optique 
d’une solution, au cours d'un dosage volumétri- 
que, permet de déterminer le point d'équivalence 
du dosage. La courbe de dosage D & = /(V), 
V étant le volume de réactif ajouté, est 
constituée de segments de droite si la dilution 
est négligeable. Un exemple est développé dans 
le tome I, en absorption visible. 


utilisé est situé entre 2,3 et 13 pm. On détermine 
les raies d'absorption en mesurant la transmis- 
sion du faisceau électromagnétique par la 
substance étudiée, en fonction du nombre d'onde 
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Or = |/?l, qu'on mesure habituellement en 

cm -1 ; k domaine infrarouge prédominant est 
donc situé entre 650 et 4 000 cm -1 : 

2.5 15 

1 — | fc k (pim} 

O {cm' 1 )-*- — } 1 ■ ■■ 

4 000 650 


3.1. APPAREILLAGE 
ll.L MONTAGE 

On utilise habituellement 1e montage double 
faisceau (ou montage différentiel} décrit dans le 
tome S, Chapitre NI. 

La ligure 17 représente un type de montage 
possible : le rayonnement émis par La source est 
séparé en deux faisceau x ; le faisceau I , ou 
faisceau de référence» ne traverse pas la 
substance a absorbante» mais un atténuateur 
commandé par un moteur et relié directement 
au dispositif d'enregistrement; le faisceau de 
mesure» ou faisceau 2» traverse la substance dont 
on veut mesurer l'absorption. Un miroir 
tournant envoie» successivement et alternative- 
ment,. Ses deux faisceaux sur le mnnochrnmateur 
et le dispositif de mesure de flux- 



Ftg. 17 Schéma simplifié d'un spectTophomèire 
infrarouge à double faisceau. 


Si les deux faisceaux ont la même énergie» le 
récepteur produit un courant continu» qui n'est 
pas amplifié par l'amplificateur de courant 
alternatif de l'appareil 

Si les deux faisceaux ont une énergie 
différente, le signal délivré par le récepteur n'est 
plus continu ; il a 11 même fréquence que celle 
du miroir tournant» Ce signal, dont l'intensité 
est liée directement à la différence entre les 
énergies des deux faisceaux» est amplifié; il 
commande alors un servomoteur, qui agit sur 
l'atténuateur du faisceau de référence, jusqu'à Ce 
que- les deux énergies soient égales. 

La plume de l'enregistreur est liée à la 
position de l'atténuateur et traduit l'absorption 
de la substance au fur et à mesure que l'on fait 
défiler les longueurs d'onde» en faisant tourner le 
système dispersifi 

Xî± SOURCE 

DE RAYONNEMENT 

Il est nécessaire que la source émette un 
rayonnement dont la longueur d’onde couvre 
tout le domaine infrarouge utilisé (2,5 à 15 pmjL 
Elle est formée, en général, de fils métalliques 
portés â incandescente par effet Joule : 

— filament de tungstène (pour k proche 
infrarouge, jusqu'à 3 pm); 

- lampe à filament de Nernst : formé par 
une petite lige réfractaire» constituée d’oxydes de 
zirconium, de thorium et de cérium. 



Fi®, 18 Comparaison du rayonnement émis par 
un filament de tungstène, à deux températures 
différentes. 





L ABSORPTION MOLÉCULAIRE 


La figure 1 S montre l'influence de la 
température sur la nature du rayonnement émis 
par un filament de tungstène. 

MA SYSTÈME DiSPERSIF 

On utilise en général un réseau. Toutefois, les 
appareils utilisés dans le visible doivent subir de 
profondes modifications pour être utilisables en 
infrarouge. En effet, dès que la longueur d'onde 
dépasse 2 pm, le verre n’est plus suffisamment 
transparent. On peut le remplacer par de là 
fluorine entre 3 et S pm, du sel gemme entre 7 et 
1 5 jim, mais les lentilles taillées dans les cri sla u * 
précédents seraient difficilement achromatiques. 
On est donc conduit à tes remplacer par des 
miroirs concaves en métal argenté. D’où le 
schéma du monochromateur de la figure |7. 

On fait défiler les différentes longueurs d'onde 
en faisant tourner le réseau autour d’un aie 
vertical. Pour éviter E empiétement des différents 
ordres de diffraction, il est parfois nécessaire 
d’ajouter des filtres. 

3.U RÉCEPTEURS 

C'est la partie délicate du spectromèirc 
infrarouge!, étant donné la faiblesse de l’énergie à 
mesurer. 

Dans le domaine infrarouge, on utilise les 
effets thermiques du rayonnement et leurs 
manifestations secondaires essentiellement 
électriques, Les récepteurs thermiques décèlent 
un rayonnement infrarouge par le dégagement 
de chaleur qui résulte de son absorption par une 
surface noircie. Ils ne diffèrent que par la 
méthode employée pour mettre en évidence 
l’élévation de température obtenue, 

Les deux, principaux dispositifs utilisés sont la 
thermopile et la thermo résistance : 

— ihermùpik ; elle a été décrite dans le 
tome 1 (chap, I1L IN.t, l -3.2.4). On rappelle que 
les tbermopiles Utilisent l'effet ihcrmocloctrique, 
en faisant apparaître une différence de potentiel 


entre deux soudures (réalisées entre des métaux 
différents) dont ta température est différente. 

- TTiermorésisraHce ; c'est La variation de la 
résistance d’un conducteur électrique, sous l'effet 
d’une variation de- température, qui est mise à 
profit pour déséquilibrer,, par exemple, un pont 
de Wheatstone. On peut aussi mesurer 
simplement la tension aux bornes d'une 
résistance, dont la valeur varie avec la 
température. Celte tension peut alors être 
amplifiée aisément. 

Pour éliminer les parasites dus à l'émission 
spontanée de rayonnement par La substance 
(après absorption, la substance, excitée, tend à $e 
désactiver en émettant un rayonnement |, le 
faisceau Incident est modulé â faible fréquence 
(quelques Hz); un amplificateur, accordé sur 
cette fréquence, n'ampiificra que le signal 
résultant de l’énergie du faisceau qui a été 
modulé. 0 n'axnpfr&era pas le signal du au 
faisceau émis. 

MA ÉCHANTILLONS 

Ils peuvent présenter trois formes : 

— gazeux : ils sont alors emprisonnés dans 
une cuve de chlorure de potassium; 

- liquides ; ils peuvent être soit purs, soit en 
solution dans le tétrachlorure de carbone, le 
chloroforme ou le sulfure de carbone, dans dies 
cuves en chlorure de sodium; 

— sotidts : ils se trouvent soit en suspension 
dans CCI*, soit placés dans des pastilles à 
1 p, 100 dans le bromure de potassium. 


3.2. APPLICATIONS ANALYTIQUES 

La principale application des spectres 
d'absorption infrarouge est l'analyse fonction- 
neile et la recherche des différents groupements 
constituant une molécule. Pour les petites 
molécules renfermant peu de liaisons, les 
spectres d'absorption sont spécifiques de 
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chacun des groupements d'atomes; pour les 
molécules plus complexes, les pics peuvent se 
recouvrir et l'interprétation est plus difficile. 

Le tableau 4 indique les nombres d'onde 
d'absorption de quelques liaisons. On peut 
■distinguer quatre groupes de pics d’absorption : 

— riümbrm d'ondê, compris entre 2 7ÛO çl 
2?Q0cm~ l : les pics sont dus au s liaisons 
A — H, A pouvant être l'oxygène, l'azote ou le 
carbone. Dans ce domaine la position des pics 
dépend beaucoup de la présence de liaisons 
hydrogène {cas du groupement — O - H 
essentiellement} Une liaison hydrogène ïnter- 
molèculatrc provoque l'apparition d + une bande 
large pour des nombres d'onde inferieurs â 
celui d'un groupement DH libre 

— nombre d 'onde compris entre 2 000 et 
2 500 on~ 1 : ils décèlent la présence de liaisons 
triples - C s C - ou - C = N et également 

de doubles liaisons conjuguées ( ^>C = C( ) ; 

— nombres d'onde compris entre / 600 et 
lHOOtm" 1 ; sis indiquent la présence de 

doubles liaisons : ^>C = C\^; ^)C = O; 


yC = N, Le groupement carbonyle ^-C ■ O 

présente, dans cette région, une absorption très 
intense correspondant à des pics très étroits et 
caractéristiques, au voisinage de 1700 cm -i ; 

— n ombres d'onde inférieurs à / 500 cm “ 1 
celle région est toujours complexe cl difficile à 
interpréter. 

Us spectre infrarouge permet donc d'identb 
fier une molécule, de vérifier la pureté d'un 
produit, de déterminer les constantes de force 
des principales liaisons, de déceler la présence de 
liaisons hydrogène... 

Exemple : 

On peut comparer Les spectres infrarouge de deux 
molécules de formules voisines : C S H, 9 et C fi HgO 
(fig. 19 et 20) (on donne par ailleurs, p, 43 et 44 les 
spectres RMN de ces molécules). Les formules 
serai «développées de ces molécules sont : 



! nombre O’Ondë t cw s t 

eOOO â®00 izm 2800 2400 2000 ï®00 1000 1400 1200 mno eoo 650 
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Fig. 20 Spectre infrarouge de lQ) — C — CH, (C b H h OJ, 

w M 
O 

La dilHrenee h plus cpractéristiique est la présence, 
dâftS le spectre de I* cêtone de pics EpabaorpliDn 
SpêdfÈqiües du groupement carl>ony]e : 

f l 690 cm " 1 
il 250-1 300cm’ 1 . 

Le spectre de la figure 20 montre en particulier 
les pks caractéristiques suivants l 
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- C - H aromatique vers 3- 03Û cm ; 

“ )c « O à I è0em~* ; 

- C — C aromatique vers ( SSOon -1 ; 

- CH, à I 420cm -1 ; 

- CH aromatique à J 300cm -1 ; 

- yc = O à 1 250 cm' 1 . 
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1.2. Fluorimétrie 


La (Tuorimctric est la technique d'analyse 
utilisant le phénomène de fluorescence. On 
appelle fluorescence la propriété que possèdent 
certaines substances d'émettre {dans toutes Ses 
directions) un rayonnement électromagnétique, 
lorsqu’elles sont excitées par un faisceau, lui- 
même électromagnétique. 

L'excitation est caractérisée par une longueur 
d'onde X Fr spécifique du composé étudié. 
L'émission présente un spectre dont l'allure 
dépend de la nature physique de ta substance : 
les atomes donnent un spectre de raies alors que 
les molécules donnent un spectre de bandes. 
La fluorescence couvre un domaine de 


longueurs d'onde très étendu. La plus connue 
est la fluorescence moléculaire dont le spectre 
d'émission se situe dans le visible ou 
l'ultraviolet. On développe actuellement, pour 
l’élude des métaux « lourds », la fluorescence X, 
dont le spectre d’émission est formé de rayons X, 
de longueur d’onde inférieure à 0,2 nm *, 

Les sources excitatrices sont également très 
variées. La plus classique est formée de 
radiations ultraviolettes; on développe aussi 
[‘utilisation de laser à colorant ayant une 
puissance plus grande; pour la fluorescence X, 
les sources radioactives commencent â être 
employées, 


1. Théorie de la fluorescence optique 


11. FLUORESCENCE ATOMIQUE 

^absorption d’un photon par un atome 
entraîne le passage d’un électron de valence, 
d’une orbitale à une autre, d’énergie plus élevée. 
L'état excité étant instable, le retour à l’état 
fondamental sc réalise avec émission d’un 
photon de fluorescence. 

Il existe plusieurs types de fluorescence 
atomique, dont les principes sont les suivants. 


1J.1. FLUORESCENCE 
DE RÉSONANCE 

La radiation émise possède la même longueur 
d'onde ï- r que la radiation excitatrice : J. f m ) L . F . 
La figure 21 montre les transitions ainsi 
réalisées, dans le as du fine, où l’on peut meure 
en évidence deux radiations de fluorescence de 
résonance. 

Les transitions entre les deux niveaux excités 



Fig, 21 Fliwre&cefKt de résonance du zinc 

n’existent pas, â cause des règles de sélection qui 
interdisent certaines transitiona 

Un autre exemple est celui du thallium 

1 % 22 ). 

k 



Fig. 22 FittûreseeKie de résonance du thallium.,. 

* Notons tgalemcnl que le plitoomtre de ifliscmseenec 
niait dara In dé i acteurs êt radioactivité militant tel 
sdntillitcurs (III. 2, 2.5.2). 
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Ces transitions de résonance sont très 
importâmes; on Ses retrouve en émission 
atomique (excitation thermique) et en absorp- 
tion atomique (excitation électromagnétique}. 


hlX FLUORESCENCE DIRECTE; 
FLUORESCENCE INDIRECTE 

L'ém issi on de résonance (cf. 1.2, 1 - B . 3 > est alors 
accompagnée d 'autres raies : 

- transitions d’un mime niveau excite vers 
des niveaux d’énergies différentes ; on parle de 
fluorescence directe. La figure 23 montre 
l'exemple de l'antimoine; 

— transitions d'un niveau inférieur au niveau 
d'excitation, vers le niveau fondamental; il y a 



Fig 23 Fluorescences de l'antimoine. 



Fig 24 Fluorescences du sodium. 


donc eu, entre-temps, une désactivation, en 
général non radiative, On parle ici de 
fluorescence indirecte. La figure 24 montre 
l'exemple du sodium. 

Dans le cas du sodium, lorsque les atomes 
sont excités par une radiation correspondant à 
la raie de résonance à 330,2 mm, la fluorescence 
à cette longueur d'onde est accompagnée d’une 
fluorescence de la rate D à 519,6 et 519,0 nm. 

Lorsque la fluorescence correspond à une 
résonance, son rayonnement peut provoquer 
une nouvelle excitation des atomes ; il est alors 
absorbé en partie. Cette atténuation, ou 
« quenehing », est un phénomène qui diminue 
donc La sensibilité de la méthode. On lui 
préfère souvent l'analyse par émission ou par 
absorption atomique. On ne développera, 
dans la suite, que la fluorescence moléculaire. 


1.2, FLUORESCENCE 
MOLÉCULAIRE 

Les molécules organiques, qui présentent le 
phénomène de fluorescence, sont souvent des 
édifices complexes comprenant un grand 
nombre d’atomes. On peut cependant expliquer 
le phénomène en considérant deux états 
d'énergie électronique (comme pour une seule 
liaison) E t , et E ( „ comprenant, pour chacun 
deux. Scs différents états de vibration V ô , V lr 
etc, (flg, 25).. 

L’excitation d'une molécule par un photon est 
un phénomène rapide, qui provoque le passage 
de l'état électronique fondamental E 0 à un état 
d'énergie supérieure E 1 . L'ensemble des 
transitions produit l’absorption des différents 
pilotons et constitue le spectre d’excitation de la 
molécule {partie » de la figure 25). 

La désactivation commença par un retour à 
un étal vibrationnel de moindre énergie. Une 
telle transition (partie b de la figure 25) ne met 
pas en cetsvre des photons (elle n'est pas 
radiative), mais en général un échange d’énergie 
sous forme de chaleur, 
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Intervient alors la désexcitation, par un retour 
à un Étal électronique d'énergie inférieure. Ce 
phénomène (partie c de la figure 25) mer en 
Œuvre un très grand nombre de transit ions qui 
produisent, chacune, l'émission d'un photon. 
L’ensemble constitue le spectre d 'cm iss Ion du 
rayonnement de fluorescence. 

Étant donné le grand nombre de transitions 
possibles, très voisines les unes des autres, on 
peut comprendre que le spectre d’excitation et le 
spectre d’émission de fluorescence auront un 
aspect identique, c’est -à-dire un spectre large, de 
bande, analogue à un spectre d’absorption 
ultraviolet ou visible (fig. 12). 

Certains états excités ont une durée de vie 
plus grande (quelques millisecondes) ei Ea 
désexcitation est en compétition avec des 
collisions (échanges thermiques), des réactions 
chimiques ou des émissions de rayonnement 
avec retard : c’est la p^taîplrorfîfenre. Celle 
durée de vie, plus grande pour certains niveaux 
excités, est utilisée de plus en plus dans les lasers 
(à colorant, par exemple) qui permettent 
d’obtenir un rayonnement de longueur d’onde 
variable (cf. tome i, chap. 111,1,2.2). 


2. Fluorimétrie moléculaire 

Comme pour les appareils utilisant Ec 
phénomène d’absorption, on distingue : 

- les flucrimétrcs à filtre, qui permettent une 
sélection discontinue des longueurs d’onde 
d'excitation et d’émission de fluorescence par un 
couple de filtres; 

- les speetrofluorimèites. à double mono- 
dhromafeur, permettant une sélection continue 
des longueurs d’onde. 

L’ensemble des appareils utilise Le faisceau 
d’émission à 90° du faisceau d’excitation. 

2.1. FLUORIM ÊTRES 

On peut trouver des appareils monofaisceau, 
où on mesure le (lux émis par Ea substance pour 
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une certaine longueur d'onde et des appareils 
double faisceau comparant le flux émis à celui 
d’un faisceau de référence. La figure 26 
représente un fluor i mette double faisceau. 

Un récepteur (photomu liiplicateur) reçoit 
alternativement une partie du faisceau de 
réference que E’on a réglé auparavant (réglage du 
blanc) e( une partie du faisceau d’émission de 
fluorescence. La différence énergétique, entre ces 
deux faisceaux, produit un signal qui commande 
le servomoteur réglant le diaphragme du 
faisceau d’excitation; un disque de mesure est 
solidaire de ce diaphragme et donne directement 
l’intensité du faisceau d'émission de fluorescen- 
ce. Un filtre primaire F] et un filtre secondaire 
Fj permettant de sélectionner 9a longueur 
d’onde recherchée pour 3a mesure. 
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2 . 2 . SPECTROFLUORI MÈTRES 

lb possèdent deux mon oc h rom atcura {en 
général à réseau); un pour le faisceau d'exci- 
tation et un autre pour le faisceau d émise 
si on de fluorescence. On mesure le finit 
correspondant au faisceau d'émission à l'aide 
d'un photomultiplicateur. Un dispositif permet 
de soustraire le blanc; un autre permet de 
vérifier que le faisceau d'excitation a constam- 
ment la même puissance {ftg. 271 


Uj-echiwmlhri 
i % 



2.3. SPECTRES DE 
FLUORESCENCE 

Or recherche d'abord le spectre d'excitation 
de l' échantillon, c'est-à-dire le spectre d'absorp- 
tion. Un dispositif permet donc d'enregistrer la 


densité optique de la substance en fonction de La 
longueur d’onde, par mesure du flux énergétique 
transmis directement {et non â W pour la 
mesure de fluorescence). 

On régie alors le monochromateur d’excita- 
tion, â la longueur d'onde correspondant I on 
maximum d’absorption, et on enregistre le 
spectre d'émission de fluoreseence. 


ExetnpSe ; Spectre de ïamhmcétie (hg, 28). 

Le spectre d’émission de fluorescence a été tracé 
avec une longueur d'onde d'excitation A = 250 nm. 



Fig. M Spectre de fluorescence de ranlfiraelne. 
Â) Spectre d'exilatipn. R) Spectre d émission de 
fluorescence. 


2.4. RELATIONS 

QUANTITATIVES 

L'intensité du rayonnement de fluorescence 
est proportionnelle à. la concentration d’une 
solution en substance fluorescente (aux faible# 
concentrations) (fig, 29). On peut retrouver 
cette loi expérimentale à partir de la loi de 
Beer-Lambert. L'intensité du rayonnement 
fluorescent est proportionnelle à l'intensité de 
là lumière absorbée ; le rapport étant appelé 
rendement quantique : 

T = kl m . 

Si on utilise la loi de Lambert, l’intensité 
transmise est 1 : 

I - 1,-10-*; 
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on obtient alors : 

I F = kl a (l - 1 0 ” rlr J. 

Pour les faibles, concentrations,, un dcvdop' 
pement limité au premier ordre donne i 

I F -23 Â-|,o7t' =f K c (Il g 29a). 



Hg. IV a Variation de finie nsi Le de fluorescence 
avec la concentration, 


APPLICATIONS 

DE LA FLUOR] MËTKIE 

MOLÉCULAIRE 

La fluorimétrie «I utilisée pouf doser 
directement des substances fort diverses 
comportant un noyau aromatique Ou Uft 
bétérocycle. Cette technique est beaucoup plus 
sensible que l’absorpliométrie moléculaire; elle 
permet donc d'abaisser la sensibilité d’un 
dosage, Mais, en revanche, les contaminants 
fluorescents du milieu risquent de perturber 
fortement le dosage. 

On utilise également la fluorescence pour 
doser des substances de façon indirecte. On peut 
prendre l'exemple du dosage des ions cyanures, 
dans tes eaux. En milieu ba&iq uc, les ions CM " 
catalysent l'oxydation du pyridoxal en pyiri- 
dûxalactane ; le composé obtenu est très 
fluorescent. 

La vitesse de la réaction est proportionnelle à 
la concentration en ions CN 3 On se place à une 
longueur d’onde d'excitation A t ™ 365 nm; la 
longueur d’onde de fluorescence est alors 
X r = 412 nm. 

On développe la fluorescence avec excitation 


par laser, qui permet de doser des volumes très 
petits de solutions. L'utihsation des lasers à 
colorants permet de choisir facilement la lon- 
gueur d’onde d’exdtatton V 

La fluorescence moléculaire est employée, en 
outre, dans les détecteurs à scintillations 
liquides, pour les rayonnements radioactifs p° 
(cf. chap. ni). 

Les avantages de la spcclrofluoriraétrie 
moléculaire sont donc : 

— la sensibilité supérieure à celle de 
l’absorption moléculaire ; 

— la spécificité du fait du choix des différents 
paramètres, lors de l'analyse, notamment des 
longueurs d'onde d'excitation et d'émission de 
fluorescence, Elle permet donc, sans besoin de 
séparation, d’éviter tes effets d’interférences 
d’autres composés; 

— la linéarité : la relation entre énergie de 
fluorescence et concentration est linéaire dans 
des domaines de concentration très étendus. 
Ceci rend possible des mesures sur des 
échantillons dont les concentrations peuvent 
être |rè$ . différentes, sans avoir recours à de 
multiples dilutions (fïg, 29«), 



Fig, 19 b Spectre de fluorescence du benaopyrème, 


* La. fnbk teneur «peetnte rte retctmltein laser permti 
d'exciter sélectivement un mélange La igure 2% représente 
te «pectine de fiiMjceücenCc du heniopyrine dari le 
cydohtï arse excité k 114,0 nm par un laser à colorant. 
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3. Fluorescence X 

L'Étude des rayons X a permis aux chimistes 
de connaître b structure électronique interne 
des atomes (celles des couches profondes h au 
voisinage immédiat des noyaux. 

Dans les couches profondes des atomes 
« lourds », comportant beaucoup d'électrons, 
deux points essentiels sont à considérer : 

— les couches électroniques sont toutes 
saturées; il n'existé pas dé lacunes, à l'état 
fondamental ; 

— les électrons sont très liés au noyau; les 
modifications de structure exigent donc des 
énergies 1res grandes. 

Nous allons envisager successivement les 
phénomène* d'émission, d'absorption, et, enfin, 
de fluorescence X. 


3,1, ÉMISSION X 

Le phénomène d'émission X est décrit dans le 
paragraphe 1.5 (diffraction des rayons X par les 
cristaux), Nous en rappelons ici le principe. Des 
atomes lourds» bombardés par des électrons 
suffisamment énergétiques, subissent tes modifi- 
cations suivantes (fig. 30) ; 

— des électrons des couches profondes, K. ou 
L par exemple, sont extraits de l'atome qui* par 
conséquent, s'ionise. Le départ des électrons 
provoque la formation de lacunes ou vacances 
sur les couches K ou L; 

— des électrons des Couches immédiaieiïiénî 
supérieures viennent occuper les lacunes laissées 
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sur les couches inférieures. Rabaissement 
correspondant de leur énergie se traduit par une 
émission de rayons X, constituant un spectre de 
raies , relatives à chacune des transitions 
réalisées ; 

- 3e freinage d'autres électrons (ceux qui 
produisent les lacunes sur les couches 
profondes) est responsable de rémission d’un 
fond continu, qui se superpose à rémission des 
raies envisagée plus haut. 

Le spectre d'émission a alors l’allure de 3a 
figure 31- Si Ton compare le spectre d'émission X 
d'un élément à celui qui le suit dans la 
classification périodique, les couches profondes 
de ces deux cléments étant très peu différentes, 
les deux spectres auront des structures très 
voisines, à un glissement près des longueurs 
d'onde de l’ensemble du spectre. Les spectres 
d’émission X né présentent donc pas la même 
diversité que les spectres optiques. 



Fig. 31 Spectre d'émission du cuivre (tension 
aewfératriw - 45 tV). 


3.2. ABSORPTION X 

On obtient le spectre d'absorption X d'un 
corps, eu étudiant l’énergie transmise, dans un 
faisceau de rayons X, en fonction de la longueur 
d'onde, par k corps considéré. 

Les points essentiels sont les suivants ; 

- le spectre d'absorption X est indépendant 


de b forme dans laquelle les atomes sont 
combinés dans les molécules. C’est une propriété 
caractéristique des atomes considérés; 

— le spectre d’absorption X est continu ; il ne 
présente pas de raies d’absorption, mais 
l'intensité absorbée subit des discontinuités 
(fi g . 32). 



L'interprétation est donnée par le diagramme 
énergétique. Les photoru X sont absorbés 
lorsqu’ils produisent une extraction de l'électron 
d'une couche interne K, L, etc. Chaque 
discontinuité apparaît lorsque l'énergie des 
photons est suffisante pour faire passer un 
électron d’une couche. K par exemple, dans, la 
wne es ü il est libre, c’est-à-dire où son énergie de 
liaison est nulle (fig. 33). 


33. FLUORESCENCE X 

Lorsque la matière est frappée par des rayons 
X ou des rayons y, elle émet un rayonnement, 
dans toutes les directions, de longueur d'onde 
différente du rayonnement incident. Le 
rayonnement Émis, appelé rayonnement de 
fluorescence, est caractéristique de la substance 
irradiée. 

L’explication du phénomène est simple, 
lorsqu’on considère un diagramme énergétique - 
le rayonnement incident, produit, par effet pho- 
toélectrique, une ionisation de l’atome, criant 
ainsi une lacune électronique; lorsque des. étee- 
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trous viennent occuper ces lacunes, ils perdent de 
l'énergie, en émettant le rayonnement dit de 
fluorescence, 

Le rendement de fluorescence, correspondant 
à l'énergie émise, par rapport à l'énergie 
absorbée, n’est pas égal à 100 p, 100. La 
principale explication vient de l'auto-absorption 
par la substance, du rayonnement fluorescent 
(« quenehlng »), possible, ici, à cause de b 
transition 1 que vient de subir un électron 
d’énergie supérieure. 


33*1. DISPOSITIF 

EXPÉRIMENTAL 

La figure 34 représente le schéma d’un 
appareil i fluorescence X classique. Une source 
de rayons X (tube avec anticathode en rhodium 
par exemple) émet des photons X qui sont 
dirigés, par un dispositif collimateur vers 


l’échant il Ion à analyser; celui-ci peut se 
présenter sous forme de pastilles ou en solution. 
Le rayonnement X fluorescent est alors dirigé, 
par un collimateur, vers le monochromateur qui 
doit en mesurer l’intensité, grâce à un détecteur 
de flux. 



1%, 34 Dispositif de fluorescence X, 


Les Sources de rayons X utilisées comportent 
une amical h ode en tungstène, molybdène. 
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rhodium, em. Elle doit émettre un rayonnement 
polychroma tique très dur, pouvant extraire des 
électrons des couches K ou L de la cible 
(échantillon à analyser). 


33*2, FILTRES 

MONOCHROMATEURS X 

Lu mesure de l'intensité du rayonnement 
fluorescent X renseigne, en analyse, sur la 
nature de I;l substance irradiée par le faisceau 
primaire X ou y. 

Ce rayonnement est en général complexe; il 
est nécessaire de séparer, dans le spectre émis, 
une raie caractéristique (à la fois line et intense). 

On dispose, comme en optique ordinaire, de 
filtres et de monochromateurs. 

33.2.1. Filtres X 

Si on étudie une seule substance fluorescente 
X, on peut isoler facilement une des raies, K„, 
par exemple, en utilisant une autre substance 
dons la discontinuité d’absorption est interme- 
diaire entre les raies K w cE La figure 35 
montre le principe dune telle tiltration. 

Le rayonnement â filtrer traverse une feuille 
mince (quelques millimètres) de zirconium, 
lorsque la substance fluorescente est du 
molybdène, Après la traversée de la feuille de 
zirconium» la raie K,, a été pratiquement 
absorbée: ia raie est donc isolée. 

33,2*2. Monocbromaieure 

Lorsqu'on désire une séparation plus 
rigoureuse, on peut employer le dispositif 
schématisé hg, 36, Un cristal est utilisé comme 
réseau de diffraction (cf. 1.5, 2). fl dilTracle les 
rayons X dans des directions bien précises, 
données par la loi de Bragg. Une fente, placée 
dans un écran de plomb, par exemple, laisse 
passer seulement les radiations obéissant â la loi 


de Rragg. Si la séparation n’est pas suffi sanie, on 
lui adjoint un deuxième monochromaleur. 
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Fig, 35 Principe d'une filtration X. 0 ) Spectre 
d'émission du molybdène, h) Spectre d'absorption du 
zirconium (au voisinage de 0,05 rnn). r) Énergie 
transmise par le filtre. 



Fig. 36 Principe d'un monochromaleur double. 


“ J 



MÉTHODES SPECTRALES 


333, DÉTECTEURS 
DE RAYONS X 

Dans k domaine des rayons X, deux 
techniques de détection son! en présence : Les 
compteurs à ion Isa lion et les scinliltaleurs. 

1) Les compteurs à ionisation sont décrits 
dans- le chapitre 111. Ce type de compteur est 
utilisé pour des rayons X mous (Q,Q® à 0,2 nm), 
Ils doivent comporter une fenêtre suffisamment 
mince pour être transparents aux rayons X et 
assez épaisse pour contenir le gaz du compteur 
placé dans le vide. 

Etes fenêtres de béryllium de quelques 1/100' 
dé rnm d’épaisseur sont le plus couramment 
employées-. Le gaz de remplissage peut être dé 
L’argon ou du xénon, pour les énergies les plus 
grandes, S’ils sont utilisés dans le domaine 
proportionnel, ils renseignent sur l'énergie des 
rayons X incidents. 

2 ) Les compteurs à scintillation permettent 
l'étude d’une plus large plage du spectre X, Le 
photon X incident donne, par effet, photoélectfo- 
nique, des électrons secondaires absorbés par le 


sdmillateur lui-même qui émet alors des 
photons ultraviolets ou visibles qui sont reçus 
par une pbotocathode d'un photomultiplitatcur 
d'électrons (P.M.). Ainsi l'impulsion électrique 
de sortie est, en général, proportionnelle à 
L’énergie du photon X incident. Les sein tillaleurs 
ks plus courants pour la spectrométrie X sont 
Nal et Csl. 

L'intensité d'une radiation X correspond à un 
certain nombre de phctoifô émis par unité de 
temps. Les compteurs transforment ces photons 
en impulsions Électriques, Le résultat, exprime en 
coups par unité de temps, chiffre ainsi l'intensité 
de la radiation étudiée. 

Applications de la fluorescence X 

Les premiers éléments de 9a classification 
périodique ne peuvent lire étudiés en 
fluorescence X ; cela élimine donc l'analyse de la 
plupart des composés organiques ne compor- 
tant pas d'éliémeiiis métalliques- K lourds », 

Les principales applications se trouvent dans 
la métallurgie, la chimie des ciments, des huiles 
végétales, etc. 
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1.3. Photométrie d'absorption atomique 


Nous avons étudie, dans le tome 1, rémission 
de rayonnement par les atomes excités (le 
sodium, chauffé, émet une radiation jaune). On 
peut montrer qu inversement, les atomes sont 


capables d’absorber les radiations identiques à 
celles qu'ils peuvent émettre, dans les memes 
Conditions. 


1. Origine de l'absorption atomique 


En considérant le diagramme d'énergie 
atomique «Je sodium (6g, 37) on voit que 
l'absorption d'un photon d'énergie hv peut 
produire la transition : 3s -► 3p» alors que La 
transition inverse produit rémission d'un 
photon de meme énergie. 


£n*rÿ< I 

|C 

In "™" — r 

3P // 


jy b 

/y 

Ær -t- 

// fie 

/y hî 


ii — ^ — 



Fig. 37 ct) Émission, é) Absorption, 


Pour observer une transition provoquée par 
absorption d'un photon, il est nécessaire que des 
atomes se trouvent dans l'éiat d’énergie 
fondamental, non excité (3r dans le cas du 
sodium). St ces atomes se trouvent à une 
température élevée, l’énergie thermique, propor- 
tionnelle à la température absolue T„ peut les 
exciter et leur donner l’énergie d’un niveau plus 
élevé pp dans Se cas du sodium); dans cet état, 
ils ne peuvent plus absorber le rayonnement et 
Sa transition étudiée n'est plus possible. 

Pour apprécier l’importance de ce phénomè- 
ne, on peut utiliser la relation statistique de 
Boltzmann. Le nombre d'atomes N, à 


température élevée T (dans une flamme, par 
exemple), se répartit en : 

- N 0 atomes dans Tétai fondamental, 

- N 1 atomes dans l'état excité E. 

Si AE représente la différence d’énergie entre 
les deux états, la relation de Boltzmann est : 

N l = N 0 r ù * lT 

où k est la constante de Boltzmann. 

À une température T = 3 000 K, on obtient 
ks valeurs suivantes pour le rapport N,/N 0 : 

- sodium (A, - 5S9nm) : 5,9.10"*; 

- calcium (3. = 423 nrn) : 3,7. 10” 5 ; 

- zinc (X - 214 nm) : 5.6.KT 10 . 

On remarque donc que, même pour une 
température élevée, le rapport du nombre 
d'atomes excités au nombre d’atomes dans l’état 
fondamental, est très faible. Si le nombre 
d’atomes excités est faible, le phénomène 
d’absorption atomique peut donc avoir lieu. On 
comprend ainsi que la photométrie d’absorption 
présente une sensibilité plus grande que la 
photométrie d'émission ; de plus, l'émission n'csl 
pas un phénomène gênant pour l'absorption 
puisque les atomes excités par la chaleur vont 
émettre un rayonnement de mime longueur 
d'onde que celui qu'îls absorbent, mais dans 

toutes les directions, Oç plus, les appareils 
comportent un dispositif éliminant cette émis” 
sion. 
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2. Étude expérimentale 

Le principe générai de la méthode est le 
suivant : un faisceau de lu mitre sensiblement 
monochromatique traverse une flamme dans 
laquelle on introduit l'élément à doser sous la 
forme d’un brouillard de fines gouttelettes. Le 
faisceau incident est absorbé proportionnelle- 
ment à La longueur traversée par le rayonnement 
et ait nombre d’atomes neutres de cet élément 
par unité de volume de la solution. 

On retrouve les caractéristiques principales 
d'un specirophoiomètre d'absorption. Un 
spectrophotomètre d absorption atomique peut 
donc se réduire schématiquement aux éléments 
suivants : 

- une source lumineuse émettant la raie 
correspondant à l'élément à doser; 

- un système générateur d’atomes : flamme 
ou four à graphite; 

- un monochromateur de bonne résolution ; 

- un détecteur de flux associé I un dispositif 
de mesure, 


2.1. DIFFÉRENTS MONTAGES 

On distingue les appareils à simple faisceau et 
ceux qui utilisent un montage différentiel à 
double faisceau. 

2,L1, MONTAGE SIMPLE 
FAISCEAU (fig. 3 S) 

L’amplificateur délivre un courant propor- 
tionnel au flux reçu. On compare donc k flux 


r s 



Kigr JS Montage simple faisceau. 


reçu lorsqu’on vapo:isc le blanc à celui obtenu 
lorsqu'on vapor’ie la solution à doser, La 
différence permet d’obtenir la densité optique de 
la solution. 

Pour éliminer le signal électrique qui serait dû 
aux radiations émises par la substance, on 
module le faisceau incident avec une fréquence 
caractéristique et on accorde l'amplificateur, 
situé après le p h a iom u 1 1 i p I i ça le u r, â la même 
fréquence ; seul est donc amplifié 1e signal dû au 
faisceau qui a subi l’absorption. 

Un tel montage a l'avantage d'être simple et 
sensible car il ne partage pas l’énergie émise par 
la source en plusieurs faisceaux e| ne nécessite 
pas une amplification trop élevée. Le rapport, 
slgnal/bruil de fond est donc meilleur (le signai 
est toujours entaché d'un bruit de fond dû aux 
variations de la flamme, de la source et au 
système de détection, lui -môme). L'inconvénient 
de cc montage est dû aux fluctuations de la 
source lumineuse dont l'instabilité peut nuire, 
surtout dans une longue série de mesures. 

11,2. MONTAGE DOUBLE 

FAISCEAU (%. 39) 


Dans ce cas, la lumière monochromatique est 
divisée en deux faisceaux. L'un est envoyé 
directement au monochromateur ; il constitue le 



11g, Speclromètre à double faisceau. 
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faisceau de référence (2). L'autre passe à travers 
la flamme et constitue le faisceau de mesure (I). 

Par un procédé optique ou électrique. on 
règle, avant la mesure, l’appareil pour obtenir 
l'égalité entre les courants produits par les deux 
faisceaux. La figure 39 représen te le schéma d'un 
appareil de ce type, 

L'absorption atomique, produisant un 
affaiblissement du faisceau de mesure, l'égalité 
entre tes courants produits par les deux 
faisceaux n'est plus, réalisée. C’est celle différence 
qui peut être appréciée et qui mesure 

$ 2 


l’absorption par la flamme. Un tel montage 
compense donc les variations dues à Ea source et 
au récepteur. 

Beaucoup d'appareils utilisent un faux double 
faisceau. Leur principe consiste à comparer le 
flux transmis par une substance, à celui d'une 
source auxiliaire dont l'intensité est constante. 

Il existe également des spectrophotométres à 
double faisceau et à canaux, La figure 40 eu 
donne un schéma. Ils permettent de doser 
simultanément deux éléments différents du 
même échantillon. Dans ce spectromêtre, le 



M-ene \ 

Fig. 40 SprcLmmtLre à double faisceau et double canal. 
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faisceau issu de la source S ( est modulé à 
5ÛÔ Hz, par exempte, tandis que 3e faisceau issu 
de la source S t est modulé à I OCO Hz_ Ces deux 
faisceaux sont envoyés ensemble soit dans la 
flamme F, soit dans le faisceau de référence, au 
moyen d'une lame semi-argentée M t „ Les deux 
faisceaux comportent donc les radiations issues 
des deux sources; on les appelle des faisceaux 
mixfej- 

Les deux faisceaux mixtes sont discriminés ; 

— par tes monochromateuFS (1) et (2't, qui 
isolent la radiation recherchée, correspondait! à 
l'élément à doser; 

— par tes amplificateurs Â k et A 3 accordés 
respectivement sur les fréquences de 500 et 
1000 Hz. 

Chacun des récepteurs permet ainsi de 
mesurer l'absorption de la flamme correspon- 
dant aux deux sources S, et S, . 

2,2. SOURCE LUMINEUSE 

Bien qu’il paraisse possible réemployer une 
source à Spectre continu, à laquelle on ajoute urr 
monochromateur sélectif, on préfère utiliser des 
lampes à spectre de raies où l'élément émissif est 
le métal fui-mème à doser. 

On peut montrer en effet que te rapport 
énergie absorbée. ''énergie incidente est beaucoup 
plus favorable dans ce cas, à cause de la largeur 
de la bande passante du monochromaleur qu'il 
faut utiliser avec une source continue. 

Four tes alcalins, le mercure, le thallium, etc., 
on peut utiliser des lampes à vapeur métallique 
classiques telles que celles qu'on emploie en 
polarimétrïe. Qn peut également, meure en 
œuvre des lampes valables pour beaucoup 
d’autres métaux : tes lampes à cathode creuse. 
Le principe dés lampes i cathode creuse dérive 
de celui des tubes de Gcisslcr. Un tube (h g, 41} 
contient un gaz de remplissage (gaz rare ; argon 
ou néon), une anode, généralement constituée 
d'un fil de tungstène et une cathode creuse 
contenant rélèmeni dont on veut utiliser te 
spectre d'émission. 


Ancd« -oui ! 0 _ gnr. du néc-gi] iùjs 
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Fig, 41 Lampe i cathode creuse. 

La différence de potentiel entre anode et 
cathode étan t de quelques centaines de volts, un 
phénomène d’ionisation se produit à l'intérieur. 
Les ions, accélérés par le champ électrique, 
viennent Frapper ]«. cathode. Ils ont alors acquis 
une énergie cinétique suffisante pour arracher 
des atomes métalliques à la cathode et les 
exciter. Ces atomes excités émettent alors un 
spectre caractéristique de la cathode et du gaz 
de remplissage ffig. 42). 

Four les métaux usuels, durs mais facilement 
usina blcs (Cu, Fc,,.), on peut utiliser un petit 
cylindre taillé dans la masse. Sinon on emploie 
une matrice en aluminium (spectre d’émission 
non gênant} à l’intérieur de laquelle on plaque 
une feuille du métal i étudier. 
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Fig, 41 Spectre d'émission d’une lampe à cathode 
creuse: (Cu,.' Argon), 

Les qualités essentielles d'une lampe à 
cathode creuse sont ; 

— stabilité d'émission (surtout pour les 
montages à simple faisceau); 
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— production de raies étroites et de grande 
intensité ; 

— possibilité d'alimenter ks Hampes en 
courant pulsé, ce qui provoque une modulation 
du faisceau lumineux émis. 


2.3. GÉNÉRATEUR D’ATOMES 

Il est nécessaire que les gaz ou les vapeurs 
qui vont absorber le faisceau lumineux soient 
a Tétât atomique. La plupart des gaz et des 
vapeurs sont, à température ordinaire, à L’état 
moléculaire. Or les vapeurs moléculaires ont. 
Comme les liquides, des spectres d'absorption 
formés de bandes qui masquent l'absorption des 
raies. 

Un autre phénomène intervient : c'est 
l'ionisation des atomes. Si les vapeurs sont 
portées à une température très élevée, on peut 
obtenir le spectre d'absorption des atomes 
ionisés., C'est pourquoi on préfère, en absorption 
atomique, des flammes ou d’autres dispositifs 
d'atomisation, pas trop chauds. 


2.3.1. LA FLAMME 

Le moyen le plus simple consiste è nébuliser 
l'échantillon dans une flamme. Ce système est 
identique à celui déjà décrit dans le paragraphe 
sur l'émission [tome l, 111.1). Le brûleur 
représente l'élément essentiel des photomètres 
d'absorption ; fa qualité des mesures dépend de 
la géométrie et de la stabilité de la flamme. 
Contrairement à l'émission, où on recherche une 
flamme étroite, dans l'absorption, on tend â 
élargir le panache où va se produire l'absorption 
(fig, 43). 

Comme nous Pavons précisé, k rapport du 
nombre d’atomes excités au nombre d’atomes 
dans l'état fondamental ne dépend que de la 
température. Si celle-ci est constante, il s'établit 
un régime stationnaire et l'absorption est 
constante. 




flg, 43 Forme des flammes, a) Émission, 
é) Absorption. 

2.3.2, LE FOUR A GRAPHITE 

Dans ce dispositif, l'aiomisation est réalisée 
par réduction des oxydes de fer par k carbone, à 
haute température. On introduit quelques pi de 
solution dans le four qui est chauffé alors selon 
un cycle parfaitement programmé : 

- évaporation de la phase liquide jusqu'à 
une température de ICO *C. Ce chauffage du 
four, à une température relativement faible, 
doit être opéré très lentement ; 

- oxydation des sels et transformation en 
Oxydes., â une température dépendant de La 
Rature des métaux présents’ 

- atomisation de l'échantillon par réduction 
des oxydes à une température comprise entre 
I QOÜ °C et 2 000 °C. Il faut veiller à ne pas 
dépasser une température au-delà de laquelle 
{ ionisai ion des atomes diminuerait le nombre 
de ceux qui. peuvent absorber la lumière 

- purgeage du système à une température 

supérieure à 2 ÛQÛ “C, 

Dans ce cas, l'échantillon introduit au début 
du cycle, fournira un signal qui aura l'allure 
d'un pic dépendant de la vitesse des opérations. 
On pourra soit utiliser la hauteur, soit 
déterminer la surface du pic, pour obtenir une 
sensibilité supérieure. 

2A RÉCEPTEUR 

Le récepteur photoélectronique doit rester 
sensible dans un large domaine spectral (190 à 
É50nm). Les photomultiplicateurs d'électrons 
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son! les plus utilisés» car ils- se prêtent bien I 
l’amplification alternative» après modulation du 
faisceau incident 

En effet, le faisceau reçu par le détecteur 
comprend le flux transmis par la flamme» après 
absorption, augmenté du Aux émis par les 
atomes» après excitation. Pour Éliminer ce 
dernier, on module le faisceau incident : 

— à l’aide d’un disque tournant (fsg, 40) ; 

- au moyen d'une modulation électrique de 
3a source de lumière» 

L'amplificateur, accordé sur la fréquence de 
modulation, n’amplifie que le signai modulé, 
c’est-à-dire celui qui a été absorbé par ta 
flamme. 

Certains systèmes à microprocesseurs procè- 
dent directement au traitement du signal obtenu 
avec le photomulliplicaleur P.M. Ils calculent et 
affichent tes résultats en densité optique ou en 
unités de concentrations choisies. 


Ui 1 ; 

Le signal de sortie d'un P.M. relié â ud 
amplificateur est en général analogique : intensité 


d’an courant ou tension proportionnelles au fim reçu 
par te P.M. (fig, 44). Ce signal de sorlie varie dans te 
temps ■ après un lemps de montée variable. il se 
stabilise suivant un plateau, dont la stabilité n’est pas 
rigoureuse (parasites dus au secteur, irrégularités de 
la Itarnme. de la nébulisation et <te l'atomisation) On 
repère ce signal soit par intégration pendant un temps 

réglable, soit par différentes mesures de hauteur au 
niveau du palier. On peut convertir te signal en 
impulsion dont te nombre est proportionnel à la 
hauteur du signal. 



Fig» 44 Allure du signal de sortie d'un P.M. 


3. Applications analytiques 

3.1. intérêt 

DE LA MÉTHODE 

La spectrométrie d’absorption atomique se 
caractérise par des qualités particulières de 
sensibilité et de spécificité. La loi de Beer- 
Lambert utilisée dans ta photomèlde d’absorp- 
tion moléculaire reste valable en absorption 
atomique, On définit ainsi un coefficient 
d’absorption atomique k (cf. tome I): 

log^ = k.Lc. 

O 

Le coelldcnt d’absorption atomique dépend 
de ta température de ta flamme, de ta pression, 
de ta source d'émission (3’énergie absorbée est 


relativement plus importante lorsque ta raie 
émise est plus étroite) L’absorption de 
rayonnement est donc proportionnelle à ta 
concentration de l’Élément à doser, â condition 
qu'elle ne soit pas trop élevée. 

La met hotte s’applique» en principe» â tous les 
éléments présentant une raie de résonance de 
longueur d’onde supérieure à 190 nm; cette 
condition exclut les non-métaux tels que 
halogènes, soufre» carbone, phosphore... 

Les limites de détection s’expriment en 
pg/cm 3 . Elles dépendent de ta nature du milieu 
d'analyse» de l’appareillage et de rclémenl à 
doser. On peut distinguer deux ensembles de 
métaux ; 

- alcalins, alcaliftûterreux, cuivre, zinc, etc., 
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qu.L peuvent être dosés à des teneurs de 
04 p g/cm 1 ; 

— autres métaux de transition : chrome, 
manganèse, 1er, cobalt, etc,, qm peuvent être 
dosés à des taux de lOOpg/cm*. 

Celte technique ne nécessite que deux qualités 
pour l'échantillon : fluidité et homogénéité Des 
manipulations préliminaires doivent communi- 
quât' ces propriétés aux prises d'essai. Les 
prélèvements liquides, dont la viscosité et. la 
tension superficielle sont voisines de celles de 
l'eau, peuvent être nébu lises directement. 

Le succès de l’absorption atomique est dû aux 
nombreux avantages qu'elle présente : 

- grande sensibilité: quelques pg/cm4 ; 

— bonne précision : 0,5 p. 100 en série; 

- bonne adaptation aux analyses en séries. 


3.2, PRINCIPE D'UN DOSAGE 


TRACÉ D’UNE COURBE 
D'ÉTALONNAGE AVEC GAMME 
DE CONCENTRATIONS 

On mesure l’absorption de solutions dont on 
connaît les concentrations, obtenues par 


dilution d'une solution mère donnée. On trace 
alors la courbe d'étalonnage représentait! les 
variations die cette absorption en fonction de la 
concentration, A l’aide de cette courbe, on peut 
ensuite déterminer b. concentration de solutions 
inconnues. 

Remarque : 

Il arrive, qu’aprés évaporation du solvant dans la 
flamme, certaines gouttelettes de solution se 
transforment en particules solides, trop grosses pour 
subir b fusion et l'évaporation immédiates. 
L'atmosphère de la flamme devient alors trouble cl 
produit 3a diffusion de la lumière.. On peut corriger 
cet effet par comparaison avec un & blanc * contenant 
les substances responsables de la diffusion, mais ne 
comportant pas l'élément à doser. 



l%4! Courbe d'étalonnage obtenue avec des 
concentrations connues. 
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1.4. Résonance magnétique nucléaire 


Cette technique, qui a subi un essor 
considérable, depuis I960, étudie ['absorption 
moléculaire dans le domaine des fréquences 
radio, de Tordre du mégahertz (MHz), c'est-à- 


dire à des longueurs -d'onde d'une dizaine de 
mètres. Le type d'énergie qui est utilisé concerne 
te noyaux en présence d’un champ magnétique 
extérieur. 


1 , Propriétés magnétiques des noyaux 


1.1* MODÈLE CLASSIQUE 

On peut représenter le noyau d’un atome, 
d’après un modèle classique simplifié ; on le 
considère comme une petite sphère chargée 
possédant un mouvement de rotation autour 
d’un axe. Ce mouvement de particules chargées 
(les nucléons) produit, dans l'espace autour du 
noyau, un champ magnétique ; le noyau se 
comporte donc comme un petit aimant que Ton 
caractérise par son moment magnétique (de La 
même façon qu'un dipôle électrique est 
caractérisé par son moment dipolaire). La figure 
46 indique les différentes façons de représenter 
un noyau. 



FFia$^ttî«ÿu* PGI uriCûuCC nli 

Fig* 46 Le noyau magnétique, 

En présence d’un champ magnétique extérieur 

R, tous les aimants que constituent les noyaux 
subissent une action (couple) qui tend à les 
placer de telle façon que leur moment 

magnétique M soit cotinéaire au champ 

magnétique R . On peut dire que le petit aimant 
possède alors de l'énergie magnétique qu’il peut 



Fig* 47 Moment magnétique. 


transformer en travail. L’énergie magnétique W 
vèriie la relation : 

W ■ — M B » - MLI.cüscl 


1.2. ASPECT QUANTIQUE 

Comme on Fa déjà vu à propos du modèle 
classique d'une liaison de covalence (ressort). Le 
modèle classique de l’aimant n'est pas suffisant 
pour expliquer toutes les propriétés des noyaux, 
Les résultats de 3a mécanique quantique sont les 
suivants ; 

1) Le moment magnétique -d’un noyau est 
quantifié ; 

M = V T(Ï + 1)M h . 

I est le nombre quantique de spin ou w spin 
nucléaire )►; M ft est une constante (magnéton de 
Bohr). 
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2) La direction du moment magnétique, dans 
un champ magnétique, est quantifiée, On peut 

représenter Les valeurs de la composante de M 

suivant La direction de H : 

M « - m 


tdlcs tpîc : 


M . 


1 h 

2 Jn 


ï» 


1 A 


m est un nombre quantique compris entre — J 
et + [ {— 1 < m c +■ I); y est une constante 
appelée rapport gyromagnétique; ft est la 
constante de Ptanck., 

Pour un noyau de spin nucléaire 1» il existe 
(2 1 + 1} orientations possibles du moment 

magnéiique dans un champ magnétique, 

— + 

Comme, seule, l'orientation de M est donnée, 

M peut tourner autour de la direction de B : 
c’est le mouvement de précession., 

fTxfinpfe ilïg. 4k) : 

Le proton possède un spin I =* ^ . M peut prendre les 
valeurs ^ - et 4 -I M peut avoir deux directions, 


1.3. NOYAUX POSSÉDANT 
UN SPIN NUCLÉAIRE 

Les noyaux intéressants en RMN sont ceux 
qui ont un spin nucléaire différent de zéro, 
Pour que le spin soit différent dé zéro, il faut 
que les noyaux ne comportent pas simultané- 
ment un nombre pair de neutrons et de 
protons, 

- Les noyaux ayant un nombre de masse À 
pair et un nombre atomique Z pair ont un spin 
nucléaire nul ; 

l |C; ^O; ’£0; ?£S}I - 0. 

— Les noyaux de nombre de masse A impair 
ont un spin I qui est un multiple impair de * : 



Fig, 48 Mouvement de prcqçssïün du moment 
magnétique du proton. 


itüyau.ï : 

]H “B L |C *t¥ Il P \ 

mn: I-={2L+1)^ 

13 1 15 1 

2 2 2 2 2 2 2 1 

— Les noyaux de nombre atomique Z impair 
(cl A pair] ont m spin entier i 

noyaux: , H L tN 
spin ; 1 ! . 

Les molécules organiques simples auront 
donc un moment magnétique nucléaire à cause 
des atomes d' hyd rogé ne ; on peut utiliser aussi le 
carbone qui permet de nombreuses 

applications aujourd'hui 
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1.4 ÉNERGIE MAGNÉTIQUE 


1 *42. DISTRIBUTION DES NOYAUX 
SELON LEUR ÉNERGIE 


L4,L NIVEAUX ÉNERGÉTIQUES 


L’énergie magnétique d'un noyau dans un 

champ mtgniliqw est : 


W« - M B - “ M e B 
(puisque M r * M cos ai 

Comme M; = ni,y--' avec - I < m < + T, 

*TÏ 

l'énergie magnétique ne peut prendre que 
(2 [ + I) valeur» 


W = - m . y . — B. 

2* 


Considérons l'exemple du proton ^ ; 


m = + ï) 


Son énergie ne pourra prendre que 


deux valeur» {on dit qu'il possède deux niveaux 
éncrgctiqiics| La différence en Ire ces deux 
niveaux est proportionnelle à B (fis. 49)- 


w 


- kl ' 


2ÏÏ 


O *- 


‘M* 


© 



Fig. 49 Énergie magnétique du proton. 


Nous avons étudié (cf. tome 1, 111.1,2.4) la 
réparti lion des atomes sur les niveaux excités et 
nous avons vu qu'à température élevée Ira ni- 
veaux excités n 'étaient pratiquement pas peuplés. 
On retrouve ici des niveaux d'énergie excités; la 
statistique de Boltzmann indique le nombre de 
noyaux N* sur le niveau fondamental par rapport 
au nombre N, sur un niveau excité : 


Ne 


N ( 



Â température ordinaire, avec un champ 
magnétique dont on dispose habituellement 

f 10 ÙOO gauss = 1 T K ^ 10 * donc : 

j£ï!f£ 1 

“p® 

On peut donc dire : N , a; N 0 : les deux 
niveaux êu proton sont peuplés de façon égale, 


1.4 J. TRANSITION ÉNERGÉTIQUE : 
RÉSONANCE 


Un rayonnement électromagnétique de 
fréquence v peut faire passer un noyau du 
niveau fondamental vers le niveau excité. Cette 
transition énergétique ou résonance a lieu 
lorsque l'énergie des photons {transportés par le 
rayonnement électromagnétique) est égale à la 
différence entre deux niveaux. 


hv àE 


ou J 



(pour le proton) 


V 


/ B 

2n 


(4 


Pour le proton: y =2,67.1 0 4 rad, 
gauss" 1 s -1 ; dans un champ magnétique 
de IÜ 000 gauss, il faut donc une fréquence 
v ™ 42,6 M H?_ Pour une telle fréquence Ira 
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protons vont absorber le rayonnement électro- 
magnétique el passer sur un niveau supérieur : 
c'est la résonance magnétique nucléaire. 

Pour d'autres noyaux, avec B = 10 000 gauss, 
les fréquences de résonance seront différentes ; 

!H : v = 42,58 MHz, l lF : v - 40,06 MHz 
; V « 17,24 MHz, »gC : v = 10,7 1 MHz, 

Nous nous intéresserons dans la suite 


uniquement au cas du proton, La relation (1) ci- 
dessus montre que la fréquence de résonance est 
proportionnelle au champ magnétique. On 
pourra meure en évidence le phénomène 
d absorption en faisant variée soit la fréquence v, 
soit le champ magnétique B. Pour faciliter les 
raisonnements on considérera le champ 
magnétique comme seule variable, alors que, 
expérimentalement, on fait plutôt varier k 
fréquence.. 


2* Spectromètre de résonance 
magnétique nucléaire <n s , soi 

Le champ magnétique B est produit par un 
aimant permanent, ou mieux, par un éleclrü- 
aimanL L'échantillon est placé dans l'entrefer, 
entouré d'une bobine au moyen de laquelle il est 
soumk à un rayonnement électromagnétique. 
L'absorption des radiations correspondant à La 
résonance est détectée par un récepteur, 
amplifiée et enregistrée. L'élément le plus 
important de l’appareil est l 'électro-aimant qui 
doit fournir un champ magnétique uniforme et 
stable dans son entrefer, 


Fig, 50 Schéma d’un spectromâtre RMN. 


3. Étude des spectres de résonance 
magnétique nucléaire 

3.1. EXEMPLE DE SPECTRE On peut remarquer que les protons appartenant 

à des groupements différents ne résonnent pas 
On a représenté sur la ligure 5 1 le spectre exactement à la même valeur du champ B fJ . On 

RMN de l’éthyl benzène (CJij - CH t — CM 3 | remarque également que les pics d'absorption ne 
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sont pas uniques mais formés d'ensembles de 
raies plus ou moins nombreuses, 



Les différences des valeurs de B 0 sont 
relativement très petites (de Tordre de 10" é fois 
Ea valeur de B ü |. On a l'habitude d'exprimer ces 
différences en valeur relative. On introduit une 
grandeur appelée déplacement chimique.. 5, 
différence relative de résonance d'un proton par 
rapport à un groupement de référence. On 
choisit comme référence le tétraméthylsilane 
(TM dont la formule est ; 


CH j 

I 

ch 3 - St - CH jj . 

I 

CH j 

Ce composé, qui possède un seul type de 
protons, a la propriété de résonner à une grande 
valeur de champ magnétique B c ,. qu’on choisit 
comme référence. Bref. Le déplacement 
chimique sera defini par la relation suivante, 
pour un proton résonnant à la valeur B D ; 


,.<»«- Vu,. 

Bref. 


En généra] 5 varie entre 0 et 15 unités; on 


l’exprime en ppm (parties par million). On a 
indiqué sur la figure 51 l’échelle des déplace' 
ment s chimiques S dont l'origine est le pic 
correspondant au TM S. 

On peut remarquer enfin que les pics n’ont 
pas tous la même hauteur. La surface des pics 
est proportionnelle au nombre de protons du 
groupe qui résonne, Un intégrateur permet de 
mesurer cette surfera et donne donc des 
renseignements sur les nombres relatifs des 
protons des différents groupements. 


3.2. ÉTUDE DES DÉPLACEMENTS 
CHIMIQUES 

Le champ magnétique que Ton mesure est B 0 , 
(Tesi-à'dirc k champ magnétique extérieur. Or 
la résonance a lieu au niveau des protons* c’est- 
à-dire au niveau des noydeu des atomes.. Pour y 
arriver les forces magnétiques ont à traverser les 
nuages électroniques qui entourent ces noyaux 
et qui const Huant une espèce de carapace 
protectrice, un blindage des noyaux. Le champ 
magnétique effectivement « ressenti » par le 
noyau sera de la forme B„(| - <r) où <* est une 
constante d’écran qui va dépendre du site où est 
placé le proton qui résonne. Si les protons sont 
liés I des éléments électro-négatifs, ceux-ci 
exercent une attraction sur les électrons et 
diminuent, le blindage des protons qui résonnent 
ainsi pour une valeur plus faible du champ 
magnétique extérieur. 

On peut donner quelques valeurs moyennes 
de déplacements chimiques 8 (une augmentation 
de blindage correspondant â une diminution de 
$), 


Bftf 


Ses 


7,5 

1 1 +- 


■— 

0 10 

fi-GGOH flCHO HP -H 


a, 5 

H 1 


0 


>Ç s, C - H 


ft-O-M “CmC-H C-CH.-CH»- -CM 


t 
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En fail f oes dateurs représentent des valeurs 
moyennes i en effeL les déplacements chimiques 
varient suivant l'environnement du groupement 
chimique étudié. Pour chaque groupement on 
indique alors un intervalle possible de £, 

Exemptes : 


8, dqnl on p. représenté Sur 1$. fapirè 52 les lignes de 
champ. Au niveau des électrons de l'orbitale it, le 
champ induit, s'oppose à B n . au niveau des protons, à 
ü extérieur de la molécule, b champ induit B, s’n/ouie 
I B 0 . La résonance de tek protons nécessite donc un 
champ extérieur EL, plus faible. Il lui correspond alors 
un déplacement chimique plus grand. 



Beaucoup d'intervalles se chevauchent donc 
et on ne peut pas identifier un groupement 
uniquement par la valeur du déplacement 
chimique observé. On verra que le nombre de 
pics, la surface de ccux-cl et la valeur du 
déplacement chimique permet lent didtntihtr de 
nombreux groupements. 

Remarque : dioMaffAélfclw 6e»?#Jli4W 

On remarque, sur le tableau des déplacements 
chimiques, que les. protons benzèrviques résonnent à 
champ faible (& compris entre 6,4 et 9). On peut 
expliquer ce fait en envisageant Faction du champ 
magnétique B,, sur les électrons -de L'orbitale n 
moléculaire. Le champ B ü provoque un courant dans 
cette orbitale n, qui crée un champ magnétique induit 



Fig. 52 Diamagnétisme benaémque. 


3,3, COUPLAGE SPIN-SPIN 

On appelle couphge spin-spin une interaction 
entre les protons de sites voisins» qui explique la 
multiplicité des pics d'un groupement donné. 
Cette internet ion est due au fait que chaque 
proton se comporte comme un petit aimant qui 
peut être orienté soit dans le sens du champ 
magnétique extérieur soit dans le sens 
contraire. Dans les deux cas ce peut aimant 
croc un champ magnétique en son voisinage ; 
ce champ peut s'ajouter ou wt retrancher à Bg- 
On obtient donc des effets que Ton va expli- 
quer sur diETérenls exemples, 

3.3.1, PRÉSENCE D*UN VOISIN (fig. 53) 
Soit Icnscmblc : 

I 

- CH - CHj 

i (a) 

[b] 

intéressons-nous à la résonance des protons a. 
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/ Bo\ 

* * 

f f 
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I 

f 


1 fla 2 
1 2 

© © 


Bo 


V© IftüJ 


Bo 




avec un voisin 


<§> 


0& 

Fig. 53 Couplage avec un voisin. 


(Ô) segl 


— * m*- Bo 

Bq 


Si ces prenions a étalent seuls fen absence du 
p rat nn h voisin), ifs résonneraient pour une 
valeur du champ B fl (singulei). En présence du 
proion b voisin* le champ magnétique créé par 
celui-ci peut s'ajouter ou se retrancher à Ü a 
selon que le petii aimant qu'il représente est 

dans le sens ou en sens contraire de fi d . Si 3e 

proton h est dans le sens de B 0 {cas I) la 
résonance de n nécessite un champ plus faible 

(pic n D t);$i le proton b est en sens inverse de § D 
(cas 2) la résonance du proton a nécessite un 
champ B rj plus- grand (pk n° 2). La probabilité 
de trouver le proton b dans un sens ou dans 
l'autre étant. ta même a température ordinaire 
on obtient deux pics de résonance de a d'égale 
intensité (doublet). 


3J.2* PRÉSENCE 

DE DEUX VOISINS 


Considérons l'ensemble ; 


H 

I 

- € - 

I 

H 


CH j 

(a) 


<« 


I0qvçe 2 vqisàps 



a. î s 


© 



Hij. 54 Couplage avec deux voisins. 


intéressons-nous encore aux protons du site a i 
on voit que 3a présence de deux voisins b 
provoque l'apparu ion de J pics fftg, 54). 

— Pic «* 1 : les deux protons b sont en sens 
inverse l‘un de l’autre ; leurs effets s’annulent. La 
résonance de a a lieu pour la même valeur de B. 
Cette configuration peut se présenter de deux 
f&ÇOns différentes (T et 1"}. 

— Pk rt* 2 : les deux protons b sont dans le 
meme sens, et dans le sens du champ 

magnétique extérieur B 0 . Ils s'ajoutent donc à 
celui-ci ; la résonance du proton a nécessite alors 
tin champ plus faible B : . Le pics correspondant 
est deux Fois plus faible que te pk n" I, car il 
n existe qu'une configuration possible de type: 2, 
alors qu'il en existait 2 pour le type 1 (T et Cl 


TlClhî 


ïrial 
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— Fie n* 3 : les deux protons 5 sont dans te 
même sens, mais en sens inverse du champ 

magnétique extérieur B a . Ils se retranchent 
donc à celui-ci ; b résonance du proton a 
nécessite alors U» champ plus intense K h . Là 
encore, le pic aura la même iniensité que le n* 2 
car il n'existe qu une configuration possible de 
type 3. 

Deux voisins donnent donc naissance à un 
triplet dont les intensités relatives sont dans le 
rapport 1 : 2:1, 


présence de trois voisins. On voit apparaître un 
quadrupler, le nombre de configurations de 
chaque type indique te rapport des intensités de 
chaque pie ; I : 3 r 3 : 1, De façon générale, ta 
présence de n voisins provoque l’apparition de 
(n + Il pics, 


3.3A CARACTÉRISTIQUES 
ESSENTIELLES 
OU COUPLAGE 


3.3.3. PRÉSENCE 

DE TROIS VOISINS 

La figure 55 explique l’allure du spectre 
obtenu lorsqu’un proton donné se trouve en 


Le couplage n’existe qu’entre des protons : 

- voisins Iporiés par des atomes de carbone 
adjacents), 

- non équivalents (dont te déplacement 
chimique est différent). 


Bo 


© saut 


— ► Bo 


I 

i 

_i_ 


© avec i voisins 


Bo 


© ® 


<g> 2™ © 


1 Z u 3 la 4 


2 P 3' 


Bo 

Fig. SS Couplage avec trois voisins. 


E xrm pU' .t : 

1) Il n’y & pas de couplage entre k$ protons a et b r 
puisqu'ils sont équivalents. Oü observe donc un seul 
pic, dans le spectre dp dlbromn-U éLhanc. 

ta) \M 

CH j - CHj 

I I 

il Br 

2) Les protons a et fi possèdent le même 
déplaçemmt chimique dis sont donc équivalents). Les 
protons c sont différents, En revanche il n’y a pas de 
couplage, car les protons a et te d'une pari, et c, 
d’autre part, ne sorte pas voisins 

Cl 

1 

ÏI,C - C - CH 2 C1 
fa) I tel 
CH, 
tel 

3) Les protons û et £■ sont distincts (cIj et rrons, par 
rapport à CH,) ; ils sont donc couplés. 

H>C Mb) 

= C 

CI H te) 



/ 
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33*5, QUELQUES EXEMPLES 

On représente dans les spectres, chaque pic 
par un segment dont la hauteur est proportion- 
nelle à la surface du pie correspondant. 

33.5-1. Éthanal (fig. 56) 



& © © 


Fig. 56 Spectre de l'Éltiunâl. 

33.5.2. Buta noue (fig. 57) 



i « 1 

® © © 

Fig, 57 Spectre de la buianone., 

3,3.53. Éthanol pur {fig. 53) 



F%. 58 Spectre de l'éthanol pur. 


Le spectre de l'éthanol pur présente un 

multiplet du poupe méthylène — - ; on 

peut l'expliquer en envisageant deux couplages 

spin-spin différents : 

- Couplage avec le CH 3 qui donne un 
quadruple! 1 : 3 : 3 : t ; 

- couplage avec OH, qui dédouble chaque 
raie du quadruple! précédent. La présence de 
l'oxygène modifie en effet le couplage entre les 
protons voisins qui sont alors différents. 


3.4, ÉCHANGE CHIMIQUE 

Les molécules qui possèdent un groupement 
hydroxyle se signalent par la présence d'un 
atome d’hydrogêne labile, susceptible de 
participer à des liaisons hydrogène et de 
s'échanger entre différentes molécules. Lorsque 
cet échange a lieu, le couplage entre le proton 
labile et les protons voisins n'existe plus. Aussi 
le spectre de l'éthanol en présence d’une trace 
d'acide (ions H + ) a cet aspect simplifié de la 
figure 59. 0 n'y a plus de couplage entre le 



t s . 1 s.s i 

-OH -CHj,- -CHj 


Fig. 5$ Éthanol en présence de H’. 

méthylène — CH a — et le groupement hy- 
droxyk — OH. Le proton hydroxylique 
s'échange plus facilement avec d’autres molé- 
cules en présence d’ions H + qui jouent le rôle dé 
catalyseur. 
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RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE 


4, Applications de la résonance magnétique 
nucléaire 


L’application la plus importante est, en 
analyse qualitative, la détermination de la 
formule ou de la géométrie d’une molécule. Avec 
les figures 60 et 61 nous avons deux exemples, 
simples, de spectres de substances dont on ne 
donne que la formule brute. Dans la figure 60, 
on noie la présence d’un pic 15 = 7,2) 
correspondant à S protons (groupement phényl 
C*H« — ), d’un quadruple! (5 = 2,7) correspon- 
dant à 2 protons (— CM 2 — ) et d’un triplet 
(5 = 1,3) correspondant à 3 protons (— CH 3 )l 
L a formule du composé est alors obtenue sans 
aucun doutê t c’est-à-dire C È Hj - CH 2 — CH S . 
On pourra montrer que la formule du composé 
de la figure 61 est C e H 3 — C - CH j, 

II 

O 


Fig» 60 Spectre RMN du composé ] QH a(S , 


Les spectres RMN permettent ainsi de 
confirmer les formules que laissent prévoir les 
spectres infrarouge. On se reportera à la partie 
I.L 3,2 où ont été étudiés les spectres infra- 
rouge des deux substances ci-dessus, 

Il faut préciser que, dans le cas de molécules 
complexes, la résonance magnétique nucléaire 
du proton est souvent remplacée par celle du 
1 3 C. 

On peut également utiliser la RMN à des fins 
quantitatives; cette application est basée sur le 
fait que Taire du signal, dû à un type de protons, 
est proportionnelle au nombre de protons, 
Après comparaison avec une quantité de 
substance donnée, on peu! déterminer la 
concentration d’une solution. 

A 
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DIFFRACTION DIS RAYONS X 


1.5. Diffraction des rayons X 


Dans lechcllc des ondes électromagnétiques, 
tes rayons X se situent à la suite des radia non* 
ultraviolettes, en se déplaçant vers les courtes 
longueurs d'onde. Les rayons X utilisés dans la 
pratique appartiennent â un domaine assez 
restreint, compris entre 0,01 et 0.2 nm. 


coreespondanis sont appelés mous; le ternie de 
rayons X durs est réservé aux, rayons pénétrants, 
de longueurs d'onde comprise entre Û,Û 1 et 
0,08 nm. 

La frontière entre les rayons y et les rayons X 
est très diffuse. On peut trouver des rayons y et 



Les rayons X compris dans L'intervalle 
[0,2 - 100 nm] se différencient des rayons X 
ordinaires par certaines propriétés, la plus 
importante est leur extrême absorbabilité par 
l'air. Cette facilité d'absorption persiste encore 
jusqu’à 0,01 nm environ; ks rayons X 


des rayons X„ de même longueur d’onde, donc 
parfaitement identiques, La seule différence 
pro vient de leur mode de formation, les rayons y 
ayant une origine nucléaire alors que les. rayons 
X ont une origine électronique. 


1. Production et origine des rayons X 


La production de rayons X est un phénomène 
d'émission, par un solide métallique bombarde 
par un faisceau d’électrons ayant une énergie 
suffisante. Cette émission est essentiellement un 
phénomène atomique, conséquence de perturba- 
tions très profondes (électrons des couches 
internes) subies par l'atome bombardé. 


1.1 GÉNÉRATEURS 
DE RAYONS X 

Le tube de Coolldge représente un générateur 
traditionnel formé d'un tube à vide dans lequel 


le faisceau d'électrons est produit par émission 
thermoélectronique : un filament porté à haute 
température par un courant électrique auxiliaire 
joue le rôle de cathode émissive d'électrons 
(fîg. 53). Ces électrons sont accélérés par un 
champ électrique, A cel effet, on établit une 
différence de potentiel de 10* à IG S volts entre la 
cal h ode et une autre électrode appelée 
anricarActfe. Cette dernière est une cible pour les 
électrons ; elle est souvent réalisée: par une masse 
de tungstène taillée I 45". La caractéristique 
courant-tension est représentée figure 62. L'in- 
ter site à saturation dépend de la température du 
filament. Elle va déterminer le flux de rayons X. 

La valeur de ta tension V détermine la limite 
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Fig- *2 Cnnctcmtiqw d'un tube à rayons X. 



F$g'63i Tube de Coolidge. 


de longueur d'onde du spectre continu (1.2) 
donc le pouvoir pénétrant des rayons X. 

L'èchauflement de ranticathode peut être 
diminué par un circuit de refroidissement ; on 
réalise aussj des anodes tournantes qui peuvent 
dissiper plus facilement la chaleur due aux chocs 
des électrons. 

On utilise maintenant des accélérateurs de 
particules, qui permettent d'obtenir un faisceau 
d'électrons très énergétiques. Ils donnent ainsi 
naissance, après collision sur une cible 
métallique, à des rayons X très durs. 

1.2. ALLURE DU SPECTRE 
D ÉMISSION 

Dans le cas le plus général ou les rayons X 
sont émis par ranticaihode d'une ampoule à 
haute tension, J'analyse du rayonnement révèle 
deux parties dans le spectre (fig. 64) : 

— une partie continu^ formée d'une suite 
ininterrompue de longueurs d’onde- 

— un petit nombre de raies de longueurs 
d’onde bien précises. 


Fig» 64 Spectre d'émission X du cuivre, aï Le 
spectre continu dépend essentiellement de la tension 
accélératrice, h) Le spectre de raies dépend de la 
nature de l'anOualhode. 

Le spectre continu dépend essentiellement de 
la tension accélératrice lorsque celle-ci 
augmente : 

— le flux émis augmente; 

— les longueurs d’onde sont déplacées vers 
les faibles valeurs (rayons plus durs). 

Ainsi, avec une cible en tungstène : 

- V - 20 kV, = 0.07 nm; 

- V * 50 k V, = Û,Û5 nm avec un flux 

émis dix fois plus important. 

On considère que cette partie du spectre est 
due au freinage des électrons qui, perdant leur 
énergie, produisent une émission de rayonne- 
ment fBremsstrahlung), 



Spectre de rares 

FLfl, 4x5 T ninsiLions au Cours d'une émission X» 



DIFFRACTION DES RAYONS X 


tu lûngüeut d'ûtidé des raies É spectre 
discontinu) al caractéristique de 1 "élément qui 
constitue l'anLicathode. L'émission est produite 
par des transitions énergétiques dépendant de 3a 
structure in terne de l 'atome. Avec le cuivre, par 
exemple, on observe deux raies internes à 0,154 
el Û,l 3d nm. 

1 . 4 S transitions énergétiques sont observées 


2* Diffraction des rayons X 

Les rayons X peuvent être diffusés par tes 
atomes, de la même façon que des particules plus 
grosses (colloïdes, par exempte) peuvent diffuser 
des radiations de plus grande longueur d'onde. 
Un ensemble d'à tomes, irradié, par Ut! faisceau 
de rayons X va se comporter comme un 
ensemble de sources secondaires dont les 
rayonnements vont interférer La diffraction est 
donc un cas particulier de diffusion dans le cas 
où les rayonnements, dans «ne direction donnée, 
ne seront pas toujours en phase et pourront 
donc être détruits mutuellement. 

Si les rayons X jouent un rôle important, c’est 
que leur longueur d'onde est du même ordre de 
grandeur que les distances interâiomïques dans 
les molécules et dans les cristaux. 


2.1 . STRUCTURE CRISTALLINE : 
NOTION DE PLAN 
RÉTICULAIRE 

Dans un cristal, les atomes (molécuks ou ions) 
sont disposés de manière régulière (fig. 66) ; la 
maille est le plus petit volume dont la répétition 
dans trois directions donnée® permet de 
constituer le Cristal. On peut également définir 
dans le cristal, des plans parallèles, équidistants, 
passant par tous les atomes; « sont les plans 
rêiicuîaires. On peut montrer sur un ensemble 
d 'ai unies disposés dans un plan qu'il existe un 
grand nombre de familles de plans réticulaires. 


pour les électrons des couches internes (Ir, 2s, 
2 P . . - ) des atomes lourds possédan t donc un 
grand nombre d’électrons (fig. 65), 

Les couches des atomes lourds étant saturées, 
de telles transitions ne sont permises que si une 
couche interne est rendue vacante par 
l'expulsion, immédiatement antérieure, de 
l'électron (cf. 12, 3.3), 


les cristaux 



Fig. 66 Schéma libation de différentes familles 
relie u. Laines. 



Fig. 67 Indices de Militer. 
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Pout désigner chaque famille de plans 
réticulaires, on utilise les indices de Miller, On 
choisit un atome comme origine el trois axes de 
coordonnées 0 .ï, Oy f Oî, avec chacun un 

vecteur unitaire a, b et c ffjg, b7)„ Un, plan, 
d’une famille ne passant pas par O, coupe les 
trois axes en A, B et C dont les coordonnées 
sont x h _v, î. Les indices de Miller sont les 

nombres h r k . I, entiers, définis par : h * K 

JC 

A = K=;/ = K- ;K étant choisi pour que les 
y ? 

3 indices soient des nombres entiers. Dans noire 
exemple : x = 3. y = 2, z = I . 

1 _ 1 I I 3 

x - y y~ y ï ~ 1 

si on choisit K ■ 6; Jr - 2; Jr = 3; I « 6. 

La famille de plans réticulaires correspondant 

sera désignée par (2, X 6V 

Exempte : 

On peut donner quelques indices, de Miller de plans 
réticulaires d u ci système cubique (ftg 6*), 


22. LOI DE BRAGG 

La diffraction d« rayons X par les cristaux 
rappelle la diffraction de la lumière par les 
réseaux optiques utilisés en s pectraphotométrie. 
Mais l’étude théorique est plus difficile, car on a 
ici un réseau spatial et non plus plan. 

Nous- résumerons les résultats de cette étude 
théorique : 

— chaque plan réticulaire se comporte 
comme un miroir et produit une réflexion des 
rayons X avec un angle de réflexion égal à 
l'angle d’incidence. La réflexion a lieu an niveau 
de chaque atome (ou molécule); dans l'espace 
compris entre ces atomes le plan réticulaire est 
transparent ; 

— les rayons X réfléchis par une/omifie de 
plans réticulaires (fig. 69) interfèrent et vont se 
détruire mutuellement, sauf pour certaines 
directions où on observera un renforcement du 
faisceau réfléchi. On peut montrer que la 
différence de marche entre deux rayon# réfléchis 
sur deux plan# réticulaires voisin# est ; 
ô = 2d sin 6. Ces rayons réfléchis seront en 
phase si la différence de marche est égale à un 
nombre entier de longueur d'onde 1. On obtient 



fig, tl Quelques plans réticulaires du système cubique, 


Les distances, entre deux plans réticulaire# 
voisins, appartenant À la même famille sont 
appelée# distances inter-réikukÛFcs. Elks peuvent 
être calculée# en fonction de l'arête de la maille 
et des indices de Miller de la famille de plan# 
considérée. 


la relation de Ëragg Indiquant les directions 0 
pour lesquelles on a un maximum de flux de 
rayons X ; 

2d sin fl = nk 

n, nombre entier* est l'ordre de diffraction. 
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Fig, W Diffraction des rayons X. 


famille de plans réticulaires voit arriver Je 
faisceau sous un angle 6 diffèrent. Pour chacune 
de ces valeurs, il correspond une longueur 
d’onde vérifiant la loi de Bragg, donc une tache 
de diffraction sur fa plaque photographique, Au 
centre, une tache importante est produite par le 
rayonnement qui a traversé le cri si al sans 
déviation, Les clichés obtenus donnent des 
renseignements précis sur la symétrie des 
cristaux et la structure électronique des 
molécules. 


2.3.2. MÉTHODE DU CRISTAL 
TOURNANT (fig. 71) 


23 DIFFÉRENTES MÉTHODES 
D ÉTUDE CRISTALLINE 

La diffraction des rayons X par les cristaux 
permet à la fois l’étude du faisceau de rayons 
(mesure des longueurs d’onde J.) et celle du 
cristal Ce phénomène faisant intervenir les 
électrons des atomes, les figures de diffraction 
obtenues donnent des renseignements sur la 
densité électronique dans les atomes et les 
molécules et, par suite, permettent de déterminer 
la structure des. molécules. 


On envole sur un monocristal tournant un 
faisceau de rayons X monochromatique À, On 
obtient des séries de réflexions chaque fois qu’il sc 


— ™ ► 

FaacHV 

momœliromofiEfu* 
fX) 

Fig. 71 Méthode du cristal tournant. 
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2.3.1. M ÉTHODE DE LÀ UE 

(H 70) 


On utilise un monocristal fixe recevant un 
Faisceau de rayons X polychroma nique. Chaque 


MenKntral 


B □ 

fin 


P 0 


- 


— • — re®' 1 "* 

F*ÉÇ,-ÉHjàJ ' iZatJ 

- 

tt Ç-# * 

\p<* 

fip tch’-Dm Dhqiic 


s 4» 1» 


PIéQU* 

pheiofriphldUB 


FSg. 70 Méthode de Uuc, 


trouve une famille de plans réticulaires (carac- 
térisée par la distance in ter-réticulaire ri) sur 
lesquels l’angle d Incidence 0 vérifie la loi de 
Bragg- A chaque tache correspond une Famille 
de plans réticulaires. On a conçu les dispositifs 
mécaniques qui font tourner à lu fois le cristal 
et le cliché. 


m MÉTHODE DIS 
POUDRES (H 72) 

Les deux méthodes d-dessus utilisent des 
monocristaux, parfois difficiles à préparer. On 
emploie alors une poudre sur laquelle on envoie 
un faisceau munochromahque. 


'riohl 


m.i 
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F i m 



Fïjj. 72 Méthode des poudres. 


Statistiquement les grains, peuvent prendre ij' mesurables) vérifiant la relation de Bragg pour 

toutes les orientations possibles. Les tâches de une famille de plans réticulaires de distance é 

diffraction apparaissent pour des angles û ainsi calculable. 


3. Applications 

L'analyse des clichés obtenus donnent un très; 
grand nombre d'angles de diffraction correspon- 
dant aux différents atomes du cristal. Seuls les 
atomes d’hydrogène ne peuvent PAS être mis en 
Évidence facilement par cette méthode. 

Le problème consiste alors à confronter les 


résultats expérimentaux avec ceux que Ton 
obtiendrait théoriquement avec une molécule 
hypothétique. Les calculs, longs, et fastidieux, ne 
peuvent être réalisés que si l'on a à sa 
disposition un bon ordinateur. 



SO 



SPECTROMÉTRIE DE MASSE 


1.6. Spectrométrie de masse 


La spectrométrie de masse consiste à analyser 
les fragments chargés issus d’une molécule 
soumise â un phénomène d’ion isadon et séparés 
selon leur massé. Celle technique dérive des 


expériences de J.- J. Thomson qui lui permirent 
de découvrir les isotopes du néon* su moyen des 
célèbres paraboles obtenues sur une plaque 
photographique. 


1 1 Spectromètre de masse <iig. 1 ^ 


Le spectromètre de masse comporte : 

— une source d'ions, enceinte dans laquelle la 
molécule à étudier est ionisée, soit en la 
bombardant par un faisceau d'électrons, soit en 
la portant à haute température au contact d'un 
filament incandescent ftbermodonisationji ; 

— une cfcfïnt&rc i’accefér.afip.n, oh on 
communique aux ions formés une vitesse 


importante. Certains appareils possèdent un 
filtre de vitesse permettant, à des ions de masse 
différente, d’acquérir la même vitesse; 

- un système dispersif, où les ions de masse 
différente sont séparés; 

— tm récepteur, qui collecte les ions et mesure 
leur nombre en fonction de leur masse. 


FlidrGûimafil { S 1 
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1.1, IONISATION 

DES MOLÉCULES 

La substance à Étudier est introduite dans la 
chambre d’ionisation maintenue à basse 
pression (10" 4 mmHg), Les molécules, en phase 
gazeuse, sont alors soumises à un bombarde- 
ment électronique, L'énergie des Électrons étant 
de l'ordre de 70 eV (ils sont accélérés par une 
différence de potentiel de 70 V), deux phénomè- 
nes se produisent : 

- arrachement d'électrons A la molécule 
M -* M + +e~; 

— rupture de liaisons et cassure de la 
molécule en fragments ionisés. Ainsi, avec du 
méthane, aurons-nous les ions CH*, CH j , 
CHjV CH*, H*.., 

Si l’on introduit des molécules complexes, le 
nombre d'ions peut être important ; la 
répartition en nombre des fragments renseigne 
sur leur stabilité et sur k fragilité de certaines 
Liaisons dans la molécule, 

Remorque : 

I! cytisic d'autres méthodes d'ionisation, Dans la 
ihermo- ionisation par exempte. Lia substance est 
vaporisée dans une enceinte où un filament de 
tungstène est porté A haute température. Au 
contact de ce filament, les molécules s'ionisant et 
subissent également des fragmentations produites 
par l’çnçrpic lhernuL] UC. 


1.2. ACCÉLÉRATION DES IONS 


Les ions sont alors attirés par un système 
d'électrodes jouant le rôle de lentilles 
électrostatiques : soumis à une différence de 
potentiel V, tes ions forment un pinceau très 
étroit avec une vitesse v. La variation d'énergie 
cinétique des ions de masse m et de charge q est 
égale au travail des forces électrostatiques : 

- mv 1 75 qV 
2 


doue ; 



On communique ainsi aux ions de même 
charge la mime énergie cinétique ; en revanche 
leur vitesse dépend de leur masse. 

Certains spect rom êtres possèdent un titre de 
vitesse ne laissant sortir de lu chambre 
d’accélération que des ions ayant une vitesse v 0 
donnée (la superposition de deux champs, 

magnétiques E et électrique E ne produit pas 
de déviation pour les ions de vitesse v Q telle que 


4jci 0 B = qE ; donc u fl 


E 

B 


la variation de E ou 


B permet de faire varier la vitesse % recherchée). 


1*3. DISPERSION 

DES IONS (fig. 74) 

Les tons sont introduits dans une chambre de 
dispersion jouant le même rôle que les prismes 
ou réseaux dans la speotrophotométrie. 



r 

Ffg. 74 Dispersion magnétique des ions. 
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SPECTROMETRIE DE MASSÉ 


Dans la plupart des appareils, les ions 
pénètrent dans l>ntfefer d’un électro-aimant qui 


produit un champ magnétique B- uniforme, 
perpendiculaire à la trajectoire des ions. Celle-ci 
devient un cercle ou une portion de cercle de 
rayon R, Le calcul montre que la force 
magnétique (qc.'l) est égale à La force Centripète 



on obtient la relation t 



Si on combine la relation Ü) avec celle-ci, on 
obtient : 

3 m 2 3 2çV 2mV 

tfV q 2 B 2 m qB 1 

Seuls, vont passer dans une fente fixe les ions 
pour lesquels le rayon de la trajectoire est 

m 

donne ; R, ; , , donc Ses ions dont le rapport 
vérifie Sa relation : 

m B *.Rj 

'« " ~7Ÿ~' 

IL suffira de faire varier soit le champ 
magnétique B, soit le potentiel accélérateur V 
pour faire passer dans la fente, successivement, 
tous les ions du faisceau. On obtient ainsi le 
spectre des differents ions. 


Remarijire : 


il existe 4’awifes méthodes de dispersion et 
d'analyse des ions du faisceau. On peut décrire for 
speerromé rrfi' à r tvn fi de vol. Les ions sont accélérés 
par des impulsions {différence de potentiel brève) de 
tension ; ils sortent donc de la chambre d'accélération 
par groupes, avec des vitesses inégales (ftg 75). 

Les ions mettent donc un temps plus cm moins long 
(selon leur vitesse! pour pmroownr un canal vide, au 
bout duquel ils sont collectés et détectés au Fur et à 
mesure de leur arrivée. Les temps de parcours sont 


reliés à four vitesse; c 




donc à leur masse, 


IA RÉCEPTEUR DÏONS 

Si le faisceau d’ions est suffisant, on mesure 
l'intensité du courant transporté par les ions, 
après amplification. Le récepteur d’ions est alors 
un cylindre de Faraday muni d'électrodes de 
garde pour éviter la fuite, hors du cylindre, 
d'électrons produits par l'impact des ions sur le 
métal Les courants d'ions, ainsi décelés, ont une 
intensité comprise entre 10“ 14 et 10” 11 A, 

Si la pression du gaz ionisé est insuffisante, on 
utilise un photomulttplîcaleiir d’électrons, la 
première électrode de la cellule produisant 
rémission d'électrons sous l'impact des ions 
reçus. Chaque impact droits va se traduire, à la 
sortie du tube, par une impulsion de courant. 


Chambra d'-accetérolion 





t 

i 

_JL 

Impulsion de 
tension 

1 

Po^utl d'ions de 
vîtes a bî diffère nies 


Fig 75 Spectrcraétre à temps de vol. 
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METHODES 


2, Les spectres de masse 


Les. spectre mètre s de masse délivrent 
l'enregistrement de l'intensité du faisceau d'ions 
en fort Ct iofl de leur masse. Le spectre de masse 
{fig. 76) se présente donc comme la succession de 
pies de hauteur différente correspondant à une 
masse donnée. En fait, on obtient les ptCN pour 


chaque valeur du rapport 



; fa plupart du 


temps, des tons ont une charge q = + e. Si on 


règle bien l’énergie des électrons provoquant 


l’ionisation 


2,1. EXEMPLE DE SPECTRE 

(Fig. 76} 

Chaque ion délecté esl représenté par un trait, 
dont 3a hauteur représente l'intensité relative 
dans le Faisceau d'ions reçus. 


2.2. LE PIC MOLÉCULAIRE 

La plupart du temps, un pie de forte intensité 
correspondant à la masse la plus élevée, 
représente l’ion moléculaire n’ayant pas subi de 
Fragmentation M — M* + e”. 


Dans k cas présent, ce pic correspond À la 
masse molaire de la molécule étudiée, 1 37 g : 



Ce pic n'existe pas toujours; si la molécule 
possède une liaison très fragile Ou un atome très 
labile, il pourra être absent; dans ce cas, pour 
l'identifier, il faudra réduire la tension des 
électrons ionisants, 


2-3. LES PICS SATELLITES 

Tous les pics correspondant aux différents 
fragments sont accompagnés des pics voisins 
Amasse augmentée de une ou deux unités : 
M + 1, M 4- 2...) et d’intensité généralement 
plus faible, Ce phénomène est dû I la présence 
d'isotopes, pour chacun des atomes présents 
dans la molécule. 

En connaissant la répartition naturelle des 
isotopes des différents éléments on a pu établir 

M 

des fabks donnant les rapports ; — * 

M + 3 


SPECTROMÉTRIE D6 MASSE 


M 

M + 1 


correspondant à différents groupe- 


ments pouvant constituer des. ions fréquents. 


danl. Ainsi,, dans notre exemple, on trouve un 
pic abondant I §0 et SI. On peut l’expliquer par 
k mécanisme suivant : 


DiSHUBUTIOIN NATURELLE PE quelques csütôèëS {en 
P, 100) ; 


[H 

99,984 


0,016 


r ÏC 

n,m 

È £C 

LU 


'}N 

99 M 

■»N 

0,36 


j SO 

99,76 

! *0 

0,04 

1 *Q 0,2 


95,06 

J1 s 

0,74 

”S 4,18 



2 A LES FRAGMENTS 

Chaque pic peut être identifié et on doit 
interpréter la formation du fragment eorrespoo- 


L'ciudc de lu fragmentation des molécules 
organiques simples a permis d’énoncer des lois 
sur la fragilité de certaines liaisons. Ces lois 
permettent d'interpréter les spectres de masse de 
molécules plus complexes. 


3, Applications 

On utilise la speettographse de masse dans les 

principales applications suivantes : 

— analyses qualitative et quantitative de 
mélanges gazeux, même à des pressions très 
faibles- Dans ce cas, un spectrographe de masse 
peut être utilisé comme détecteur de chromato- 
graphie en phase gazeuse: 

— détermination des masses molaires et des 
formules de composés organiques. L'étude des 
spectres renseigne alors sur les possibilités de 
rupture des liaisons* dans la molécule analysée ; 

— analyse isotopique de gaz. 


L'identification, comme l’interprétation des 
spectres de masse, doit utiliser les données du 
spectre dans son intégralité, même si, a priori, 
certains pies semblent peu utiles à une telle 
opération. La méthode d'identification la plus 
simple d'un spectre de masse inconnu est la 
comparaison directe de ce dernier avec des 
spectres de référence qu’on peut stocker dans 
une bibliothèque. Dans la pratique, le champ 
d’investigation est restreint, car on a d'autres 
reusdgûemenfs sur la molécule, provenant 
d'autres méthodes spectrales (IR-RMN,..). On 
utilise des systèmes de stockage et de recherche 
de spectres de masse par ordinateur. 
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MÉTHODES ÉLECTROCHIMIOUES 


11.1. Conductimétrie 


1. Définitions 


Si on applique urne différence de potentiel 
entre deux plaques d’un métal convenable,, 
platine par exemple, immergées dans une 
solution d’un chlorure alcalin, on observe deux 
phénomènes principaux, si la différence de 
potentiel Cou tension) est suffisante (ûg. 1) : 

- il circule un courant dans l'ampèremètre ; 

- il se produit des réactions chimiques aux 
électrodes. 

On peut alors remarquer que ; 

- les réactions n’ool lieu qu'aux électrodes ; 

- le passage du courant est instantané; dés 
que la tension est appliquée, ce courant entraîne 
un transport de matière. 

La condition, pour que le courant circule, est 
fa présence d'ions dans la solution. Faraday 
proposa d'appeler électroiytes de telles solu- 


i 


Anode — 


f 


■ Cathode 


E Se Ctre ly t# _ 


Fig. t Passage du courant dans un électrolyte.. 


lions. La conduction des électrolytes diffère 
notablement de celle des conducteurs métalli- 
ques. Four ces derniers, il s’agit d’un phénomène 
électronique et il r 'est pas possible d’y meure en 
évidence un transport de matière. Dans un 
électrolyte, le champ électrique provoque un 
déplacement des Ions ; les unions se dirigent vers 
l’anode (pôle positif) et les cations vers la 
cathode (pôle négatif). 

Oû appelle résistance de féïectroiyte le 

y 

rapport R ■ y oùV représente la tension entre 

les électrodes et I l’intensité du courant Elle est 
exprimée en ohms (Û). On utilise également la 
conductance G = 1/R; on l’exprime en Siemens 
(S). 

Comme pour les métaux, lu conductance 
dépend de la surface des électrodes (S) et de 
leur distance (i) : 

„ S 

K = Pg ou G = y y 


p représente la résistivité de la solution et y sa 
conductivité. 


i_p 

Le rapport y est une caractéristique d’une 


cellule de conductivité donnée; on l’appelle A-, la 
constante de la cellule G * y . k. 

Quand on veut comparer la conductance de 
solutions de divers électrolytes, il est d’usage de 
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CONDüCf !M ÈTRIE 


rapporter les mesures à une mole d "équivalents. 
On utilise alors la conductivité équivalente. 


A 



En effet la quantité d'électricité qu'une 


espèce ionique transporte dépend de m charge. 
La charge correspondant à un équivalent (un 
ion Ma 4 , un demi-ion Ba 2 4 ...) est toujours ta 
même. 


représente le coefficient de viscosité dé la 
solution : 

f B - èaqri:. 

La force électrique dépend de la tension V 
entre les électrodes et de leur distance î : 

V 

F - g - =■ gE. 

“ v ch amp électrique. 


m Cas des iiectralytes forts : 

ÀxBy xk~* -+■ >B +I 
C, = €(te) - C(P>) 

où C représente le nombre de moles dissoutes 
par unité de volume. 

* Cas des étec tr ûlyics faîbk s s - 

AxBy m xk~* + y B 4 *. 

La concentration équivalente est toujours : 

C ( - C(xet) - CM 

Elle représente le nombre de moles de charges 
de chaque signe que Pélectrolyte libérerait par 
unité de volume, ri c’était un électrolyte fort, 
Donc, â ("équilibre, on peut utiliser le coefficient 
de dissociation 5 : 

[A-1-ïS.C, ®’1 = y*.C 

donc : 

[A-*]-Ï.S: ou [B**] = 6 , — . 

a p 


2* Mobilité des ions 


La relation fondamentale de la dynamique 
appliquée à l’ion donne donc : 


du 

m T ±= m — “ q E — énr|n?, 

df 


L'intégration montre que r tend rapidement 
vers une valeur limite p t où son accélération r 
est nulle : 


0 = q E - brcqrEJg 


donc Vf 


— Ë m kE. 

ÉiîTjir 


En pratique, on considère que la vitesse limite 
est atteinte instantanément; on l'appelle tout 
simplement la vitesse de Vim. Elle est 
proportionnelle au champ électrique 1 ; le 
coefficient k représente la mobilité de l'ion ; 



elle dépend de la. solution par le coefficient de 
viscosité q. 


22 RELATION ENTRE MOBILITÉ 
ET CONDUCTIVITÉ 
ÉQUIVALENTE 

(RELATION DE KOHIRAUSCH) 


2 1. DÉFINITION 

Lorsqu’un ion de charge q est soumis à un 
champ électrique, une force agit sur lui et lui 
communique une vitesse v ; il est alors soumis à 
des forces de frottement. $i on assimile l’ion à 
une sphère de rayon r, la force de frottement est 
donnée par la Ici de Stokcs, dans laquelle q 


Soit AxBy la formule d'un électrolyte en 
équilibre avec des ions À - * et ; 

Â*B) a* xA’ a + yB**. 

Si c représente la concentration molaire 
volumique de la substance, 6 son coefficient de 
dissociation, on a les égalités (fig. 2) : 

fA‘T = j(r$; [B + > J = ycà 
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MÉTHODES ÊLECTROCHIMIQUE5 


Ou utilise U concentration équivalente : 
C É — xcm =* >cp 


E 


* 



Fig, 2 Déplacement des ldiis dans un électrolyte. 


Pour calculer là quantité d'électricité qui 
traverse une surface S, parallèle aux électrode s, 
par unité de temps, il faut considérer les calions 
B 4 ^ qui transportent des charges dans le sens 

de li et les tuions A ' \ qui transportent des 
charges négatives en sens inverse. Leurs effets 
s'ajoutent Pendant ] h unjté de temps, tous les ions 
qui traversent la surface S sont localisés dans un 
volume parallélépipédique de section S et de 
hauteur, respectivement v 4 et 1 % pour les ions A 11 
et B + P. 

La quantité d'électricité correspondante, 
c'est-à-dire l'intensité du courant, est donc : 

] = Ifr + îa- F[B +ft J-P . Sv a +F . tA l.a ,Sn # 

« FSEf^.xcad + Je^MÏ 

On en déduit la résistance R et la conductivité 
1 f 
Ï = RS 

y = cxS „ -a . Wk r + e>>§ , JH . Fà # . 

La conductivité d'une solution apparaît comme 
1s somme de deux termes caractéristiques de 
chaque ion; ce qui .peut t'écrire 

y — X* 

avec K, conductivité équivalence de l'ion i, 

Z[ nombre de charge de l'ion i. 


La conductivité équivalente de réfaclrolyte 
est alors : 

A = p- = F.6.(k Æ + JeJl 

F reprèsenie le faraday (96 500 C}, k a et jfe A les 
mobilités de fanion et du cation, respective 
ment. 


2 3. CONDUCTIVITÉ 

ÉQUIVALENTE LIMITE 

Lorsqu'on dilue une solution d'électrolyte 
faible, c'est-à-dire que l'on fait fendre sa 
concentration vers zéro, le coefficient de 
dissociation 5 tend vers un, et, quel que soit 
l'électrolyte, la conductivité tend vers zéro; la 

. / y -f 

conductivité équivalente I A - — ) tend 

vers une limite que l'on peut obtenir par 
extrapolation de la courbe A = /(O lorsque C, 
tend vers zéro. 

23,1, IMPORTANCE DE À 0 

A dilution infinie les interactions entre les ions 
deviennent milles- les mobilités des ions ne 
dépendent alors que de leur grosseur et de leur 
charge, puisque la viscosité devient un facteur 
constant; ces mobilités tendent donc vêts une 
valeur imite c&iuetêristiqne de chaque Ion, 

Si C f — ► 0 ‘ 

A — À C1 = F(à^ + k^) - \ 

La conductivité équivalente limite peut être 
considérée comme la somme de deux terme# 
qu'on appelle conductivité équivalente de choqué 
im en présence. 

233* MESURE DE 

9 Cas des électrolytes forts; 

Pour les faibles concentrations, on peut 
montrer que : 

A = A„ - A JC; 




CONDUCTIMÉTRIE 


où Â est une constante qui ne dépend que de la 
nature du solvant. 

Cette relation permet donc d'obtenir la 
conductivité équivalente limite par extrapola- 
tion de 9a courbe obtenue en mesurant la 
conductivité équivalente à differentes concentra- 
tions (fif, 3k 



Fi R 3 Influence de lu turwx n LriU i un. sur A. 


et le calcul de permettent de déterminer le 
coefficient de dissociation b. 


233.2, Détermination dés mobilités limites 

La méthode des « nombres de transport a, 
qu'on ne développera pas ici. donne une 
deuxième relation entre les. mobilités d’un 
électrolyte. On peut donc mesurer : 

- d’une part le rapport : 

k ù 

f = — ■ 

• *; + n ! 

- d’autre part la somme : 

A ffl - F(Jfeî + fcft 

La résolution de ce système permet d’obtenir 
les inoéifité: limites de tous les ions. Le tableau 
suivant en donne quelques valeurs : 


Ions H + Li + Ba * 4 OH CHjCOO 


Mobilîics limites (A* ou fit)-* SI) 34 .3,8 7,3 20,0 3,8 

Conductivités équivalentes limites ( 1 0 “ ^ SI) 32J 3,7 6,9 19,3 3,7 


* Cas des électroiytes fai Mes ; 

La courbe Â a» C^) n’est plus une droite. 
L’extrapolation devient très imprécise (exemple 
CHaCOQH), On préfère calculer A n I partir 
d'électrolytes forts, 

Exempte ; 

A a (CM s COOm = AgtCH^COO-.Na 4 ! 

+ A,(H’a‘) - A„(Na*C|-L 

233, APPLICATIONS 

DE LA MESURE DE 

23 . 3,1, Détermination du coefficient S 

Dans le cas des électrolytes faibles, aux faibles 
concentrations., A s $A 0 : donc la mesure de A 


2. 3,3 J, Facteurs dont dépend 

la conductivité équivalente limite 
d’un ion 

* La température 

Une élévation de température entraîne 
toujours une augmentation de la mobilité 
électrique. Ce fait est relié à la variation de la 
viscosité du milieu, qui diminue toujours 
lorsque la température croît. On peut montrer 
que lé produit A ü q reste constant, pour un ion 
donné, lorsque la température varie, 

* la rhcotïté ém solvant 

Si Le sel est dissous dans un solvant non 
aqueux* on peut montrer que le produit Lqi) reste 
toujours le même; la loi de Siokcs est donc 
toujours bien vérifiée. 
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MÉTHODES ÊLECTRQ CHIMIQUE S 


3, Applications analytiques : conductimétrie 


La conductance d'une soin S ton dépend, d'une 
part, de la concentration et, d'autre part, de la 
nature des différents ions en présence, On peut 
donc envisager cette méthode peur analyser une 
solution. 


3.1. MESURE DE CONDUCTANCE 
(OU DE RÉSISTANCE) 

On mesure la conductance de la portion de 
liquide comprise entre les électrodes d'une cellule 
de conductivité : 

- soit par une méthode dérivée de celle du 
pont de Wheatstonc; La détermination demande 
alors l'équilibrage d'un pont de résistance, 

- soit par une méthode à lecture directe. 


XIX Là CELLULE 

DE CONDUCTIVITÉ 

Elle est constituée d'un corps en verre portant 
deux plaques de platine platiné. Elle est munie 
d'une fête isolante en résine acrylique et d'un 
cordon de branchement blindé (fig. 4) r 

Les cellules doivent, en dehors des périodes 
d’utilisation, être conservées en permanence 
dans de l'eau distillée que l’on prendra soin de 
renouveler fréquemment pour éviter le dévelop- 
pement d'algues qui ont tendance à s'insemter 
dans les pores de la couche de noir de platine 
dont elles diminuent la surface active. Lorsque 
les cellules sont stockées à sec, la couche de noir 
de platine se déshydrate rapidement, ce qui se 
traduit par une diminution de la constante, En 
général, une simple immersion dans l'eau 
distillée n'est pas suffisante, cl il faut alors avoir 
recours i une « activation »„ par ékctrolyse 
d’une solution d’acide sulfurique à 5 p. 100. 
Certains conductimêtres à lecture directe 
comportent un circuit d’clectrolysc prévu à. cet 
usage.. 


Fig. 4 



Cellule de conductivité. 


3.1.2. CONDUCT1MÊTRES 
À LECTURE DIRECTE 

Une source de tension alternative stabilisée 
alimente un diviseur potentiométhque constitué 
par une résistance étalon R et ta cellule de 
mesure, montées en série. La valeur de R est 
réglable au moyen du commutateur de gammes 
ffig- 5 * 

La tension, aux bornes de la cellule, varie avec 



Hg,5 Conduclimétrc 
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k apport de la résistance de ta cellule à la 
résistance étalon prise comme référence. Cette 
tension est mesurée et amplifiée. Un instrument 
indicateur est connecté à fa sortie de l'ampli- 
ficateur 

Les phénomènes de polarisation des électro- 
des sont rendus négligeables d’une part par 
l'utilisation d'un signal alternatif de fréquence 
convenable (cf. II. I, 3. LS), d'autre part en limi- 
tant Sa tension au* bornes de la cellule à 250 mV 
environ, 

3.1.3, FONT DE MESURE 

Il est souvent nécessaire d'effectuer des 
mesures de conductance de grande précision. 
Pour cela il faut inclure la cellule de mesure 
dans un pont de Wheatstone alimenté par un 
signa! alternatif et détecter son équilibre, à la 
fois en amplitude et en phase (ftg, 6c). 

En courant alternatif, les électrodes se 
chargent et se déchargent avec une certaine 


B 



© 


Ffc, fl o) Pont de mesure- é) Dipôta équivalent à 
une eclluk de conductivité. 


inertie, qui va se traduire par ("apparition d'un 
déphasage entre la tension et l'intensité. Le 
dipôle équivalent à une cellule conductimétrique 
peut être considéré comme un Condensateur 
(capacité C) en série avec la résistance (R) 
(fig, fiè|L Pour diminuer le déphasage entre 
l'intensité et la tension, il faut diminuer ta 
tension au» bornes du condensateur ; 

Si suffit pour cela d’augmenter ta 

fréquence. 

On peut donner quelques ordres de 
fréquences à utiliser en fonction de ta résistance 
de ta ceOuk, 

y (p.S-nT '} < IC J 10* à W é > IQ* 

/ (Hz) 50 10* 10* 

-■■ ■■■ — ■ ■■■ 1 -■ ■ -■ ■ ■ ■■ 

L'organe détecteur est soit un écouteur 
téléphonique, soit un amplificateur électronique. 
La tension, amplifiée est alors appliquée : 

- à un indicateur cathodique dont le trèfle 
s'ouvre ou se referme lorsqu'on passe par 
l'équilibre ; 

- à un oscillographe • 

- à un servomoteur déplaçant le curseur du 
potentiomètre d'équilibrage; ta position de ce 
curseur donne directement la conductivité et 
permet ['enregistrement, 


I _ I 

Cm C2 ji/ 


3 2, APPLICATIONS 
ANALYTIQUES 

3.2.L CGNDUCTIMÉTRIE DIRECTE 


Cette méthode peut être utilisée pour des 
solutions diluées (même si elles sont troubles ou 
colorées) où l’on peut considérer que la 
conductivité, y, est proportionnelle à la 
concentration, C é : 




MÉTHODES ÉLECTROCH I MIGU ES 


A repKStnte ]a conductivité équivalente 
(cf.IU, I}. 

La mesure de conductivité nécessite la 
détermination au préalable de la constante de la 
cellule k. Lâ proportionalité entre 3a Conductivi- 
té y et la concentration C g n'est réalisée qu'en 
solution diluée où la conductivité équivalente 
est voisine de la conductivité équivalente limite 
A 0 (donc constante). En solutions diluées : 

Y = A 0 . Cj . 

On peut citer les exemples d'applications 
suivants : 

— contrôle de pureté ; dans la déminéralisa- 
tion et la désionisation de l'eau, 3a mesure de 
conductivité permet de contrôler et d’analyser 
les eaux co uranies, les eaux de chaudières, les 
eaux permutées, usées, minérales, etc, Elle 
permet de déterminer le taux de salinité de l’eau 
de mer; 

— détermination des constantes d'équilibres : 
constantes d’acidité, produits de solubilité, etc, ; 

— analyse de gas : on absorbe les substances 
ionisables dans des solvants appropriés et on 
mesure la variation de conductivité ; 

— détermination du point isoélectrique dm 
acides «tué : la variation de y en fonction du 
pH passe par un minimum en ce point; 

— étude de cinétique : souvent, au cours 
d’une réaction, il se forme des produits dont lia 
conductivité équivalente est différente de celle 
des réactifs; 

— dosüqe de certaines substances moléculai- 
res : il suffit que ces substances puissent être 
hydrolysécs. par exemple, pour former des 
électrolyte*, comme dans le dosage de l'urée, 

* Micrmlntagc de titrée sanguine (d'après le 
P® Du mon ber) ; 

On enregistre fa variation de conductivité qui 
accompagne l’hydrolyse de l’urée par l’uréase. La 
réaction globale s'écrit ; 

/ NH I 

0-C v +H,0 - CO, + 3 NU, * 

NH 4 f[ 2NH * 

H æ COj ïJ HCG; U coi 


Selon le pH du milieu H 3 CQ 3 sera plus ou 
moins ionisé, de même que NH S . 

Pour un pH donné t la variation de conductivité 
produite par L'hydrolyse, sera proportionnelle à 
la concentration ini'iiafe en urée. Il suffira donc 
de réaliser une mesure avec une solution 
étalonnée d’urée. 

Exemple d'étude : 



Fig. 7 Dosage conduclïmètriqoc de l’urée, 

L : remplissage de la cellule avec tampon +- plasma 
ou sérum 4 doser .; l'équilibre thermique se traduit par 
un palier. 

2 : première introduction d’urésuc (20d pi) ; 
réaction d’hydrolyse. 

3 : deuxième introduction d’urcasc (200 pl) : 
variation de conductivité due à l’uréase et à la 
dilution, Donc la variation de conductivité due i la 
réaction sera ; AG, = AG„ - AG, (expression 
algébrique : ici AG, et A.üg sont positifs). 

4 : i talonnage : introduction de 20 pJ de solution 
d’urée de concentration voisine. 

5 : introduction de 20 pi d’eau distillée pour 
corriger 1 ' i n fl u e nce de la dilution; 
AG 0 * AG, - AG d (algébriquement, AG f est positif, 
alors que AG É est négatif). 

Soit AG, et Ayi les variations de conductance 
et de conductivité produites par l’hydrolyse 
d'une solution d’urée de concentration incon- 
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nue, AG 0 ri Ày 0 les mêmes grandeurs produites 
par une solution d'urée de concentration don- 
nie : 

concentration en urée inconnue Âyj AG, 
concentration en urée étalon Ày ü AG 0 


3 . 2 . 2 . DOSAGES 

CONPUCTl MÉTRIQUES 


La mesure de conductance peut être utilisée 
pour déterminer le point d'équivalence d'un 
dosage lorsque l’allure de diagramme, 
conductance-volume de réactif, diffère nettement 
avant ou après le point d'équivalence (VJ 

La condition pour observer une variation 
de conductance est la suivante : les espèces 
chimiques ajoutées ou formées doivent avoir 
une mobilité différente ou le nombre des ions doit 
varier. Nous raisonnerons en considérant Les 
conductivités équivalentes X, proportionnelles 
aux mobilités (X = F,fe}- 

Les courbes de dosage pavent présenter des 
allures differentes, mais au-delà du point 
d'équivalence la branche du graphe est toujours 
ascendante* en effet, le réactif utilisé est en 
général un électrolyte fort donc l’addition 
entraîne une augmentation de conductance de la 
solution. 

Pour éliminer l'influence de la dilution on 
calcule la conductance corrigée G Si V D m le 
volume initial de la solution, V le volume de 
réactif ajouté, en ne tenant compte que de la 
dilution, donc en considérant l'électrolyte 
n’ayant pas réagi, de conductivité équivalente X 
et dont le nombre d’équivalent est n : 


7 - LC ^ 


X V D + V 


représente !a conducti- 


vité mesurée, 

y' = X.C » X — représenterait sa conducti- 

V® 

vite corrigée, s’il n’y avait pas de dilution. 


Y Xrt V 0 + V V* + V 
7 “ v; Xfl _ " ”V D “" 


Donc la conductance corrigée G r sera : 


G' 


» G 


Vo * v 
V a 


Les courbes représentant les variations de G' 
en fonction de V seront alors des Moments de 
droites au lieu d'Itre des exponentielles. Nous 
allons examiner quelques exemples. 


12.2.1, Dosage d’un acide fort 

par une base forte (fig. 8) 

Soit la réaction : 

H Cf + Na*OH* - H,0 + Na f Ci- 

solution réactif non solution 

initiale ajouté condue- finale 

irke 



Fig, K Dosage eonduetsmélrique d’un aade fort par 
une base forte. 


V < V r : 

Toute la soude ajoutée a disparu. Si on 
compare la solution finale et la solution initiale, 
on voit que l’on a remplacé des ions H * par des 
ions Na*. Il suffit de comparer leurs 
conductivités équivalentes : 

X 0 {H + ) - 35- 10 SI 
^{Nü‘) h 5 , 10’ *51 


3 V riante 


:■ rie 
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La conductivité des ions Na 4- étant inférieure 
à eelle des ions H 4 , la conductance de la 
solution diminue (branche A). 

V > V, : 

Après le point d’équivalence il n'y a plus de 
réaction chimique mais la soude ajoutée 
introduit des ions Ma’ {X « 5. 10 ~ * SI) et des 
ions OU" (X » 20, 10” 3 ST). La conductivité 
augmente (branche C). 

Remarque : 

11 n'est pas nécessaire de faire beaucoup de mesures 
au voisinage du point d'équivalence (branche B] car 
ou obtient facilement ce point par extrapolation des 
branches €’ et A, 


3, 2.2.2, Dosage d’un acide faible 

par une base forte (fig. 9 ) 

Soi! là réaction : 

CHjCOOH + Na "OH f± CHjCOO'Na* + H 3 0 

sdutlerf riitiif utinion fWiife 

inilule iftiulé 



Pig. 9 Dosage conductimélinque du CH^COOH par 

NaQLH 


La différence avec te dosage précédent vient du 
fait que Féleeîroîyte initial »l faible (l'acide est 
partiellement dissocié), Il faut introduire ici là 
constante d acidité du couple ad do- basique : 

K = [C^COOKH*] 

[ce^coGH] 

Si on appelle C n la concemraiiûii molaire 
volumique initiale de L'acide et x ta concentra- 
tion molaire en soude introduite, pour V < V,, 
on peut écrire : 

[CHjCOOH] i C 0 ^ t; [CHjCOCr) s x, 

[H + ) sKaîLci 

(on peut en eflet considérer que la réaction est 
pratiquement totale). La conductivité sera 
alors : 

7 = ^ Q^i = ^rff Ka 

i s 

T" ^CH^COCÎ ' X 1 

L’étude de 3a variation de y = f{x) montre 
alors que la conductivité passe par un minimum 
pour : 



Apres ce minimum on peut négliger (H 4 J 
devant (Na*) et on obtient une augmentation 
linéaire de la conductivité, jusqu’au point 
d’équivalence. 

T — (^cHjpt»' + L Nt -).)£, 

Après le point d’équivalence La conductivité 
croît plus rapidement car les ions OH ~ ont une 
conductivité équivatente supérieure à «lie de 
ions acétate. 

l^wcHÿCoo-h “ d. 10 J SI ; 

X e (OH-) - 20. 10 “ 1 SI). 
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3, 2 .2. 3. Dosage conduclimétriqut 
par précipitation (fig, 10) 

On peut utiliser la réaction : 

Ag\ NQ; f Na; ^cr - AgCl i + NaVNO j 

solmion. réactif ^ solution 

initiale ajouré Émale 

Avant le point équivalent , le réactif ajouté 
disparaît complètement. La réaction consiste 
donc i remplacer des ions Âg + 
(X = 0,54 J 'O -3 SI) par des ions Na 1 ' 
(X ?» 0,50. JO" 2 SI). La conductivité décroît 
donc légèrement. 

Après l'équivalence, le chlorure de sodium» en 
excès, produit une augmentation rapide de 
conductivité, La solubilité réelle du produit est 
un facteur fondamental du dosage; elle se 
traduit par la partie arrondie de la courbe au 
voisinage du point d'équivalence» Le dosage 
d’un électrolyte monovalent en solution 
O, I mol . dm " i exige que la solubilité du produit 
n'excède pas 5. 1G~* moLdm -3 . Il faut de plus 
que le précipité se dépose rapidement et qu’il 
n’adsorbe pas trop les ions de la solution, 



Fig. 10 Dosage conductimêtrique de CT par Ag*. 


32-2,4. Dosage œnductimélrique 
d’un mélange (fig, il) 

Considérons le mélange : chlorure d’ammo- 
nium et acide chlorhydrique. On peut le doser 
par une solution de soude. 

Avant le premier point d'équivalence, l’acide 


fort réagit ; 



H + CT + 

Na 4 OH “ 

- H 2 0 + Na 4 CT 

solution 

réactif 

solulicn 

initiale 

ajouté 

finale 


On remplace donc les ions H + par des ions 
Na ’ moins mobiles ; y diminue. 

Entre les deux points d'équivalence, l’acide 
faible ( NH| ) réagit : 


NH* , CT 4 Na’OH ’ -* NH, +H 2 0 + Na^G". 

saluikm rriL-lif wlutmri 

imitiate ajmjlè tinaïc 



Fig, 11 Dosage conducti métrique d'un mélange 
NH 4 + et H 4 par NaOH. 


On remplace donc des ions NH* 
(X * 0,76. 10 " 3 SI) par des ions Ni 4- 
(X = 0,5. 10 ” 1 SI), La conductivité décroît plus 
lentement. 

L’excès de soude produit enfin une augmenta- 
lion rapide de la conductivité. 


65 


vnqhted m; 


mal 


T J 



MÈTHO&ES ÊLECT flOCHI MlÛUÉS 


11.2. Polarographie. Ampérométrie. 
Potentiométrie à intensité faible 


On se propose d'étudier dans ce chapitre 
L'influence du potentiel d’électrode sur la cuiras? 
d'une réaction d’oxydo-rédnetion et quelques 
applications. 

Une réaction d’oxydo-rèductioit étant un 
échange d'électrons, le nombre d'électrons 


échangés par unité de temps représente la vitesse 
de la réaction. Donc, pour une réaction 
d'oxydation ou de réduction se produisant à une 
électrode, la vitesse de réaction peut être 
mesurée par l'infensifé du courant qui traverse 
celle électrode, 


1. Graphes: intensité de courant-potentiel 


1.1, COUPLE RÊDOX 
EN ÉQUILIBRE 

Considérons une électrode métallique (plati- 
ne, par exemple) au contact d’une solution 
comportant un couple oxydo-rédueteur. On 
appellera Red la forme réduite de ce couple et 
0x l’oxydant, L'équation d'oxydo-réduction est 
Ea suivante : 

Réd â Ou + ne". 

Dj 

Nous avons déjà Vu (Tome I, chapitre IV, 
IV. I) que l’équilibre de « système est obtenu 
lorsque les vitesses de la réaction, dans Les deux 
sens, sont épies. 

La réaction d’oxydation s’effectue avec la 
vitesse tj „ L’électrode joue alors le rôle 
d'anode : une réaction anodique est une 
oxydation. 

La réaction de réduction s'effectue avec la 
vitesse v 2 . L'électrode joue alors le rôle de 
cathode, 

A la réaction anodique correspond un 
COurânf qu’on notera t| + h , tandis qu'à la 
réaction cathodique correspond un courant l £ _ r 
Par convention les courants anodiques sont 
comptés positivement. 

A t’équilibre, l’électrode se trouve au potentiel 
E ft du couple redox dans les conditions 
considérées. Alors i j+) et ont les valeurs 


particulières i [+ki et Le courant résultant 
étant nul* i [+k — - (i f _J 

1,2. COUPLE RÉDOX PORTÉ 
A UN POTENTIEL Ë # E* 

L2.L MONTAGE EXPÉRIMENTAL 

(fi g- 12} 

G est un générateur de tension muni d'un 
inverseur de polarité (non -représenté dans la 



Fig. 12 Montage pour le tracé d'un graphe 
intensité- potentiel 




PÜLAHÜGRAPHIE- ÀMPÊRQMÈTFÜE. POTEWTIQ MËTHI E A INTENSITE FAIBLE 


fLg are J et d'un montage polentiomét riquc. E w est 
l'électrode étudiée ou électrode de mesure, Ë s est 
une électrode de référence. en général une 
électrode au calomel saturé (ECS). E A est une 
contre-électrode qui permet au courant de 
circuler dans le circuit extérieur. Si la réaction 
de contre-électrode est gênante on peut placer 
un verre poreux pour protéger Ëa solution, 
On étudie la variation de l'intensité en 
fonction du potentiel de l'électrode d’étude (E). 

1*2*2. GRAPHES (fi g. 13) 




iïg. H Graphes intcniUc-pcHcntict, u) Couple 
rapkte. b} Couple knt. 


1 . 2 . 3 . COURANT LIMITE 
DE DIFFUSION 


On obtient essentiellement deux types de 
graphes : 




Fie 13 Graphes intensité- potentiel, a) Système 
rapide, i) Système lent. 

On constate, dans la figure 13 <j, que si l’on 
impose au couple un potentiel E légèrement 
digèrent de E p (potentiel d'équilibre), on obtient 
un courant appréciable. Ce mime courant est 
obtenu,. dans la Figure 13b, pour un potentiel très 
diffèrent de . On dit que le premier système 
est rapide ou réversible ; alors que te second 
système est lent ou irréversible. Le caractère lent 
ou rapide dépend de nombreux facteurs et 
essentiellement de la nature de l’ électrode 
métallique où a lieu l'échange d'électrons. La 
différence entre le potentiel de la solution pour 
un courant i et le potentiel d’équilibre est appelé 
surtension (tj). 

On peut montrer, en étudiant les graphes avec 
l'oxydant seul ou le réducteur seul, que la courbe 
obtenue avec le couple rapide est la somme 
algébrique des deux premières (fi g, 14). 

Dans le cas du système lent, les courbes sont 
les mêmes, 


Les graphes de polarisation (ûg, 15) prennent 
une allure particulière lorsque l'étude est réalisée 
en présence d'un électrolyte indifférent (non 
oxydable ou réductible dans les conditions 
opératoires) en concentration importante (cent 
fois plus concentré que la substance active). On 
peut étudier l’oxydation d’un réducteur, seule 
substance active en solution. Lorsqu'on 
augmente progressivement le potentiel de 
l'électrode, on observe d’abord une intensité très 
faible appelée intensité résiduelle. j&, puis, 
brusquement L’intensité augmente proportion- 
nellement au potentiel pour sc stabiliser enfin 
(palier d'intensité, ip). On peut résumer ainsi les 
phénomènes qui sc produisent : 

— iVtectroiyre indiffèrent est formé d'ions qui 
vont être déplacés par le champ électrique 
existant dans ta solution ; cette accumulation de 
charges au voisinage de chaque électrode. 
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constitue une couche d'électricité qui annule le 
champ électrique de la solution. Mais l'agitation 
thermique tend à disperser les charges de cette 
couche, qui doit donc constamment être 
renouvelée. Ce phénomène donne naissance a 
un courant permanent, mais faible, le çaurott t 
résiduel 

Lorsque le potentiel de l'électrode de mesure 
est suffisant, il se produit une réaction sur celle 
électrode ; dans le cas présent t 

Réd -*■ Gx -l- ne", 

Le nombre d'électrons échangés {donc le 
courant) augmente avec le potentiel C’est la 
partie ascendante du graphe. La concentration 
en espèce active (réducteur) diminuant au 
voisinage de l'électrode, il se crée un gradient de 
concentration qui provoque la diffusion de cette 
substance de la solution vers l'électrode Tl arrive 
un moment où c’est la vitesse de diffusion qui 
va limiter le phénomène de décharge ; on aura 
atteint le palier d’intensité appelée inteniîié 
H mi le de diffusion 

Les propriétés de cette intensité de diffusion 
sont utilisées en polarographie (ef. paragraphe 
suivant). Dans des conditions opératoires 
précises, l'intensité de diffusion est proportion- 
nelle à la concentration en espèce active, ici* le 
réducteur 

io = 

Le graphe est caractérise également par 9e 
potentiel correspondant à la moitié de l’intensité 
de diffusion ; on l'appelle potentiel de demi - 
vague. E 1/2. Dans des conditions opératoires 
données, il est caractéristique de l’espèce qui 
réagit I l’électrode, 

1,2.4. CAS DE PLUSIEURS 
SUBSTANCES. ACTIVES 

Les intensités des courants d'électrolysc sont 
additives; pour que les graphes de polarisation 
correspondant à des réactions différentes 
n empiètent pas les uns sur les autres, il suffit 
que leurs potentiels de demi-vague R f/2 saieni 
suffisamment différents (au moins lOOmV) 



tig 16 Cas de plusieurs substances actives. 


Ainsi peut-on obtenir le graphe de la figure 
16, avec un mélange de deux réducteurs : réd] 
(potentiel de demi-vague H,) et rèd 2 (potentiel 
de demi-vague E 2 ), Les intensités de diffusion 
correspondant à chaque palier sont : 

■ü, ■ *C Ml et *u, ■= VC^. 

Exemple awr mélange de mbaanea oxydables « 
réductibles ; 

Considérons une solution dans laquelle on a 
mélangé une solution dlodure et un peu d'une 
solution cénque ; il s’est produit la réaction 

r + Ce* 4 Ce 3 * +■ il] 


i 


j.i 

\ ^ m 

1 

1 

t 

r 

r-*L _ 



^2; jr*- 

l 

i 

1 

| 


/0,65 V 

V" 

lfMV 

l 


Fig, 17 Présence de substances oxydables et 
réductibles,. 
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tics iotl5 1" Éum en excès)- On obtient alors un 
mélange : 

Î Ij , I ' : couple rapide 
Ce' * : substance oxydable. 

le tracé du graphe I = /(E) de ce mélange est celui 
de ta figure 17 : te courant de réduction de l'iode est 
compté négativement, d'après les conventions habi- 
iwllçs. 


1.2S. LIMITE DU GRAPHE ; 

RÔLE DU SOLVANT 

Dans 3e cas où le solvant est lëau. à potentiel 
élevé, il peut se produire l'oxydation de l'eau ; à 
potentiel faible, a lieu la réduction des ions H + ; 
les graphes sont donc limités par les deux 
réactions suivantes : 

HjO -* + 2 H 4 + 2e~ 

JÜ 



Là première a lieu pour un potentiel de Tordre 
de 1,7 V avec une électrode de platine; tandis 
que là deuxième se passe pour un potentiel de 
l'ordre de - 0,2 V, Les réactions eoirespondati- 
tes ne montrent pas l’existence d'un palier de 
diffusion, étant donné la présence du solvant en 
grande quantité près de l'électrode. 

Certaines réactions d'oxydation ou de 
réduction clcclrochim ique ne pourront donc pas 
avoir lieu, si leurs potentiels sont au-delà des 
limites correspondant au solvant. On dit que les 
substances correspondantes ne sont pas 
èlectroactives dans ce solvant. 

En changeant la nature de lëlcclrodc, on peut 
déplacer les courbe» relatives au solvant. Cwt 
ainsi que le mercure sera utilisé pour étudier là 
réduction cathodique d’un certain nombre de 
cations., car le dégagement d'hydrogène 
nécessite un potentiel très négatif (donc la 


réduction de lëau ne généra pas la réduction des 
cations étudiés) (fig, 18 ). 



Fig. Il Limites d'êleclroaclivitc de l’eau. 


1.2S APPLICATIONS 
DES GRAPHES 
DE POLARISATION 

On peut utiliser la propriété du courant 
de diffusion (correspondant à un palier) : 
j o = 4C„, h ; l'intensité étant proportionnelle à 
la concentration de la substance active étudiée, 
il suffira d'imposer à une électrode le potentiel 
correspondant au palier de diffusion de cette 
substance : c'est la pobrographie. 

On peut également réaliser une réaction 
dans la solution en ajoutant un réactif de 
précipitation, d'oxydo-rèd action ou de 
complexation. La concentration de la substance 
active va alors varier; on peut suivre cette 
variation par différentes techniques qui 
constituent i'ampérométrie et la potentiomètrie. 
La potentiomélrie à courant nul ayant déjà été 
décrite, nous expliquerons, dans ce chapitre, ce 
qu’est la potentiomélrie è faible intensité de 
courant (ef. Tome I, chapitre JV. IV.t). 

JtfmfflrflMÉ- Jffljwfjanre ■ 

Étant donné les faibles tensions imposées aux 
électrodes, tes intensités de courant mesurées sont 
toujours de quelques micro-ampères. Les quantités 
de substances qui réagissent alors son t extrêmement 
faibles et ne modifient pas Ses concentrations des 
solutions : le calcul montre qu’un Courant de 10 jiA 
pondant un quart d’heure provoque la réaction de 
10 ■"mole d'ions monovalents. 
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2. Polarographie 

Cet lé technique utilise les graphes dé 
polarisation r = f(E% l'intensité de diffusion 
ayant la propriété d'être proportionnelle à la 
concentration en espèce active : 

t 0 - t-C. 

C'est donc une méthode de dosage direct» 
après étalonnage, 


2.1, MONTAGE 

Le schéma d'un pobrpgraphe est représenté 
figure 19 ; un montage potentiométrique permet 
de faire varier la différence de potentiel entre 
deux électrodes : 

— uns électrode indicatrice, à goutte de 
mercure (généralement! ou électrode de platine 
tournante; 

— une électrode de référence, en général» 
électrode au calomel saturé (ECS), au sulfate 
mercurcux, etc. 

Les polarographes modernes sont accompa- 
gnés d'un jeu complet d'électrodes, cellules et 
accessoires qui permettent d'enregistrer automa- 
tiquement le diagramme i = /(E]l 



Fig, 19 Montage polarograplitque, 

2J.L LE MERCURE 

Il doit être parfaitement pur (distillé); les 
gouttes doivent se former avec; une vitesse 


constante et des temps de Chute compris entre 
ü,s et 5 secondes» selon le diamètre du capillaire 
et la hauteur de la colonne de mercure, 

L'électrode indicatrice (goutte) est donc 
constamment renouvelée et n est pas souillée par 
les réactions électrochimiques qui peuvent s'y 
produire. 

La réduction de l'eau avec dégagement 
d'hydrogène nécessite sur le mercure une 
surtension élevée. On peut donc utiliser cette 
électrode pour étudier la réduction de cations 
métalliques en solution aqueuse. C’est là une 
propriété très importante de l'électrode â 
goutte de mercure. 

La seule limitation intervient dans les 
réactions d’oxydation ; le mercure peut être 
oxydé en ion mercurîque pour un potentiel de 
Tordre de 0,80 V : 

Hg Kg 1+ +■ 2c’. 

Cette électrode sera donc utilisée principale- 
ment pour des réactions de réduction; elle 
jouera alors le rôle de cathode. 


2X2. LÀ SOLUTION 

Il est nécessaire qu'un électrolyte, non 
électroactif, se trouve dans la solution à forte 
concentration (environ seul fois la concentra- 
tion de l'élément actif à doser). Les ions de cet 
électrolyte migrent rapidement sous l'effet du 
champ électrique et forment une couche 
d'électricité qui va tendre à annuler ce champ. 
Les ions actifs, réagissant sur l'électrode, ne 
seront plus déplacés par k champ électrique» 
mais uniquement par diffusion. C'est ainsi que 
l'on pourra obtenir le palier de diffusion. 

L'électrode de mercure jouant principalement 
1e rôle de cathode» il faut éviter la présence de 
substances réductibles étrangères. En particulier» 
l'oxygène de l'air pourra subir facilement cette 
réduction et il sera nécessaire d’opérer en 
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pré$erfeee d'une atmosphère cf azote, par exemple, 
en ayant pris soin de désoxygéner la solution au 
préalable. 


2.2. LA VAGUE 

PQLARQGRAPHIQUE 

La figure 20 représente le tracé d'un graphe 
i « /(H) correspondant à la réduction d'une 
substance telle qu'un cation métallique. Pour 
éviter d’avoir des intensités négatives (cas d'une 
réduction), on étudie la valeur absolue de 
l'intensité, |i|, en fonction de la valeur absolue de 
li différence de potentiel, mesurée par rapport à 
une électrode de référence. 



Fig. 2(1 Vague polaragrapfijque. 


Cette vague polarographique est caractérisée 
par ; 

- î’inwittlté résiduelle I*, qui existe même si 
aucune réaction chimique n’a lieu Sur 
rélectxode; 

— l'inîensitè de diffusion i 0i ou hauteur de La 
vague, qui correspond à la réaction chimique (en 
générât une réduction) dont la vitesse est limitée 
par la vitesse de diffusion de l'espèce active, de la 
solution vers l'électrode; 

- le potentiel de demi-vague, 1 1/2, qui 
correspond à une intensité égale à la moitié de 
l'intensité de diffusion i D ; 

— les oscillations de l'intensité, autour d'une 


valeur moyenne; ce phénomène est dû au fait 
que les gouttes nécessitent, au cours de leur 
formation, un apport de charges (par l'électroly- 
te non électroactif) pour former la double 
couche d' électricité. Ce courant est appelé 
conranr capacitif. On peut améliorer le rapport 
intensité de diffusion sur intensité du courant 
capacitif par divers procédés, tels que la 
polarographie à impulsion, ou par augmenta- 
tion de rintensité i D , obtenue en agitant la 
solution, ou encore avec une électrode de platine 
tournante; 

— la présence, parfois, d'un maximum nu 
début du palier ffig, 21), Le pic, qu’on observe 
parfois au début du palier de diffusion, a une 
forme qui dépend de la concentration en 
électrolyte non éléêtroaclif (une forme aiguë se 
présente habituellement à faible concentration). 
Il est dû à des mouvements irréguliers du 
mercure et au ruissellement du liquide de la 
solution à la surface de la goutte (ce 
ruissellement gêne la charge du condensateur 
dont on a parlé précédemment). 



On peut faire disparaître ce maximum en 
ajoutant dans la solution de faibles concentra- 
tions de substances ten s io -actives qui facilitent 
l’adsorption de la solution sur la goutte (en 
diminuant le ruissellement). Les substances les 
plus utilisées sont la gélatine, certains colorants 
tels que le rouge de méthyle ou des substances 
de masse molaire élevée ; mèihyl cellulose, agar- 
agar, colle, albumine, etc.). 

La théorie permet d'expliquer la forme de la 
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vague poli* rograptiique et de montrer ['influence 
des différents fadeurs sur ks caractéristiques de 
la vague. 


2,2. L POTENTIEL DE 

DEMI-VAGUE ; E 1/2 

Ctsi la valeur du potentiel de l'électrode, 
lorsque l'intensité est épie à la moitié de 
l'intensité de diffusion IL correspond egalement 
à un point d’inilcKioii de la courbe ; i — /fE) 
(fig. 201. 

Dans un milieu donné, en présence d’un 
électrolyte donné {coefficients de diffusion et 
force ionique constants), ce potentiel est carac- 
téristique de la substance èlectroacdve qui 
réagit à l’électrode. Il est donc indépendant de 
sa concentration, de la dimension de la goutte 
cl de son temps de formation. 

Exemple : 

AI'*, en solution i 0,1 fflel.l" 1 efl chlorate de 
lithium: E 1/2 = — 1,75 V par rapport à 
l'électrode au calomel saturé (RCS). 

Pb 1 *, en solution molaire de soude: 
E 1 11 = - 0.76 V (ECS). 

Le potentiel de demi-vague est, en général, 
peu diffèrent du potentiel standard du couple 
rédox utilisé. Il fait intervenir les coefficients de 
diffusion des especes du couple. 


2,2,2. INTENSITÉ 

DE DIFFUSION : i 0 

C’est la différence entre I mtensité du palier et 
l'intensité résiduelle. Cette intensité est 
proportionnelle à ia concentration de l'espèce 
active ; 


(ü = k.C, 


& dépend : 

— des coefficients de diffusion des espèces 
actives, 

— du débit du mercure. 


— du temps de formation des gouttes, 

- du nombre d'électrons échangés. 

Il est donc important de réaliser les mesures 
dans des conditions expérimentales bien 
précis®, en particulier au point de vue de 
l’agitation, qui modifie les coefficients de 
diffusion des espèces actives. 


2.3. APPLICATIONS 
ANALYTIQUES 

Dans des conditions expérimentales bien 
précises, la détermination du potentiel de demi- 
vague permet d'identifier une espèce active dans 
une solution. Mais la principale application se 
situe en analyse quantitative pour le dosage 
direct d'une espèce active. 


PRINCIPE DU DOSAGE 

• Tracé des vagues pour urne gamme de 
concentrations (fig. 22) 





Fig. 21 Vagues polar ographiques. 



POLAROGRAPHIE. AMPÉfïÜMËTftIE POTENTIOMÈTRE A INTENSITÉ FAIBLE 


# Tracé de h courbe d'ètafoitnoge (fig. 22 et 23) 

Pourvu que les mêmes conditions opératoires 
soient respectées,, un obtient une droite qui 
permet de déterminer une concentration 
inconnue, en traçant la vague de ta solution 
correspondante, 

On peut doser ainsi un certain nombre de 
cations métalliques et de substances organiques 
réductibles (comportant des groupements niiro : 
NOj, nitroso : NO, carbonyle : OCX et diajo : 
N = N . . T 



Fig, 23 Courbe d'étalonnage. 


3. Ampérométrie 

Alors que la polarographie est une technique 
de dosage direct de concentration, utilisant ta 
propriété de l'intensité de diffusion d'étre 
proportionnelle à la concentration, Fampéro- 
met rie est une méthode de dosage volumétrique : 
on étudie les variations des propriétés de la 
solution, en ajoutant un volume V de réactif 
approprié. 

On distingue deux méthodes, utilisant les 
applications des graphes de polarisation : 

- îampéromélrie dite «à une électrode 
indicatrice » qui dérive directement de la 
polarographie, où il est important de connaître 
le poterortel absolu de ['électrode utilisée; 

— Pampèrométrie dite « à deux électrodes 
indicatrices », où Ton raisonne sur la différence 
de potentiel existant entre deux électrodes qui 
peuvent être identiques (platine) ou différentes 
(platine, argent, mercure.,.), 

ai. AMPÉROMÉTRIE 
A UNI ÉLECTRODE 
INDICATRICE 

&1.1. MONTAGE 

C'est le même qu'eu polarographie. On utilise 
une électrode indicatrice : 


- électrode à goutte de mercure (surtout 
pour les réductions; 

- électrode de platine, 

Son potentiel est mesuré par rapport à une 
électrode de référence, à potentiel constant au 
calomel saturé (ECS), au sulfate roercureux, au 
chlorure d'argent. . 


3.1.2. PRINCIPE 

On détermine d’abord 1a vague polarogra- 
phique de la substance étudiée (fi, g. 24) ; on 
recherche alors Se potentiel E L correspondant au 
palier de diffusion L'intensité du Courant sera 
alors f P r 

it, = kC, 



Fig. 24 Vague polarographique. 
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On ajoute alors dans la solution un réactif de 
précipita lion* d’oxy do-r éd ucti on ou de 
complexation, qui va faire varier la concentra' 
lion de la s Estante étudiée (fig- 25). La courbe 
b * /{V) permet de déterminer le point 
d'équivalence de la réaction de dosage. 


v 


Rçuctif 

W ) 



àteiwre de 
V »(V) 


Fi*. 15 Dosage ampéromètriquÆ. 



HêüaCyQoûf errata jj 
ifer^ecsranuril ( T g ) 


Mesu-e dé .qûu pûlHr di 

I diffusion du aüqrotî 
i 



Soiation dé Pb 2 + 

«•=■ — ■ (Vulunn V j ) 

< T |) 


Fig- 27 Dosage ampiromélnque. 

La réaotioit utilisée est la précipitation du «1 
de plomb (lig. 27) * 

Fe(Cbl)V + 2 Pfe 1 * -► PbjFelCN^i 


Remarque : 

Si ta subsismct étudiée n‘est pas étectroaciive, on m 
place à un potentiel correspondant an palier dé 
diflUsiOP du réactif ajoMli, 


3,1 J. EXEMPLES DE DOSAGES 


Tant que cette réaction a lieu (V < V r ), la 
concentration en Pb 2 + diminue, ainsi que 
i p .Après te point d'équivalence (V > v t % il n’y a 
plus, dans la solution, de substance réductible 
au potentiel choisi, b ^ 0. 

On détermine la concentration molaire de la 
solution de Pb ,+ par 3a relation : 


3,1.33. Substance réductible doue 

par une substance non réductible 

<f»g. 26) 



V® Volumé d> 

réactif ajouté 


Fig. 26 Dosage ampërométrique à km électrode. 


3,13.2. Substance non réductible titrée 

par une substance réductible (fig. 28) 

La réaction utilisée est 3a complexation des 
ions ferriques : 

Fe l+ + X s “ -h FeX. 

Au potentiel choisi, seule la réduction : 
Fe a * + e‘ -* Fe* 1 ” .peut avoir lieu à elle 
correspond à une intensité 
io - ftfFe j4 J 

L'intensité va donc augmenter après 3e point 
équivalent (excès de sd ferrique). La relation de 
dosage sera : 

V,.T 3 - ViT,. 
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materii 


74 



PQLAftGGfiAfHïi, ÀMPlftOMitRIE POTENTIOMÉTRIE A INTENSITÉ FAIBLE 


□ 



SolutsOn éi Fa “ + 


surç dfr t p ay ppli*r 
(JiffîJ4i«Fi dit :6m F#3 + 

I 


% 0 lüli 0 B dt çomp|*KS(n 
î cplyrn^ V| ^ 

«Ti) 



dilution éventuelle (les intensités sont propor- 
tionnelles aux confenfrariruisf La correction est 
analogue à telle que l'on utilise en conductimc- 
trie : 

fV initial + V ajouté^ 

Jf = { V initial J l ™ urtJ 

Les types de courbes sont ires variés; on les 
explique à partir du graphe de polarisation de la 
solution à différents instants du dosage, 

3 2, AMPÉRQMÉTRIE 

A DEUX ÉLECTRODES 
INDICATRICES 



Fig, 3® Dusage ampérumétrique d'une substance 
non réductible par une substance réductible, 
a} Disposilir. fe) Courbe de titration. 


3,1.4. INTÉRÊT DV DOSAGE 
À MPÉROM ÉTRIQUÉ 

Ce type de dosage ampérométrique offre 
plusieurs avantages : 

— il est plus précis que le dosage 
pu lai ^graphique ; 

— il permet de doser des substances, même si 
elles ne sont pas électroactives; il suit que le 
réactif soit lui-même êlectroactif ; 

— les types de réactions de dosage peuvent 
être très variés : oxyde-réduction, précipitation, 
complexation. 

Les courbes obtenues ne sont linéaires que si 
les réactions utilisées ont des constantes 
d'équilibre élevées et si l'on corrige l'effet de 


3,2.1, MONTAGE (fig. 29) 

Les deux électrodes utilisées sont en général 
en platine poli. On peut utiliser aussi une 
électrode à goutte de mercure ou une électrode 
d'argent. La différence de potentiel imposée 
entre ces deux électrodes est de l'ordre de 300 à 
200 mV. On mesure l'intensité (quelques |iÀ) 
correspondant à un volume V de réactif titrant 
ajouté : i = f (V). 



<*094 r 


Fig. 29 Ampéromèiriç à deux électrodes. 

3.2,2. PRINCIPE 

Pour prévoir les variations d'intensité, il faut 
connaître le graphe de polarisation de la 
solution aux différents- instants du dosage. Nous 


! 

i 
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prendrons l'exemple de dosage du fer Fe J " par 
le cérium, Ce 4 " - 

Fe 1 " + Ce 44 - Fe Æ * + Ce 3 4 (fig. 30), 

V 


€a 4+ r 

(vo’ume vürSfl VJ 



Fe 


2 * 


Fig- 3tf Dosage de Fc 3 4 par Ce* ' 


* Recherche des intensités 

Lorsqu'on impose une faible différence de 
potentiel entre les électrodes, un courant circule 
$i Tune des électrodes peut jouer le rôle d'anode 
(i m ), l’autre dC cathode avec la condition 
KJ = K J, Reprenons les courbes de la figure 
31„ l'une après l'autre {fig^ 32). 

D’où le tracé de la courbe î = /(V) et la 
détermination «fe Ve (fis, 33) appelée « dcâd- 
stop »). 


3.23. INTÉRÊT 

de la méthode 


La méthode peut être utilisée seulement û, 
dans la solution, existe un couple rédox rapide 



flg L 31 Graphes de polarisation au cours du dosage. 

| ; V - 0 : seule substance active: Fe i4 . 

2 et 3 : 0 < V < Ve : on trouve en solution des ions Fe 1 ', Fe J + et Ce 1 *. 

4 : V = Ve : les ions Fc 2 ' ont disparu. 

5 : V > Ve : les ions Ce* * en excès peuvent être réduits. 
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Fig, 32 Courbes de polarisation i différents instants du dosage de Pc 2 * par Ce* + . 1 : V = Or j — 0. 

Ve 

2:V < y e rtniensiiê «si limitée par le pilier de diffusion de Fe* 4 , dont la concentration augmente avec le 

volume versé 0' f}- 
Ve . 

3 : V > — î l'intensité est limitée par le palier de diffusion de fe t+ , dont la concentration diminue (i 

Ve 

L inteftstié passe dono par un. masimurn pour V = —, 

4 : i = 0 (point d'équivalence), 

I : V > Va; l'intensité est limitée par le palier de diffusion de Ce**, dont la concentration augmente (/ s). 



2 

Fig, 33 Courbe ampéromélrtque à deux électrodes (Fe ï + par Ce* 


Volum* ChS réûChr 


MiTHflOSS ÉLICtROCHlMlÛUiS 


(réversible). On peut alors obtenir des allures de 
graphes tris différentes, selon que le réactif 
initial ou le réactif titrant forme un couple 
réversible. 

Les brusques variations d'intensité donnent 
des déterminations très précises de point 
d’équivalence et se prêtent facilement auît 
enregistrements. 

Il y a une variante de la méthode : le dusage 
40 Voi tÿÿèftÊ à Féleetrode de Clark. 

* Dosage de F oxygène à F électrode de Clark 
1) Description {fl g. 34) 

L'électrode de Clark comprend une électrode de 
platiné (ou d'or) et une électrode d'argent, immergées 
d ans une solution de chlorure de potassium, De 
l'oxygène (dont On veut mesurer la pression par 
exemple) peut diffuser à travers une membrane en 
têflon et pénétrer à l’intérieur de la cellule. 



Talion travers la m ambrons 


Fig, 34 Électrode de Clark. 



Kig- 35 Montage électrique: de Téleclrode de Clark. 


On impose entre les deux électrodes ffig- 33>| «ne 
différence de potentiel de Tordre de 6ÛÜ à KOO- m V, !ç 
pèle négaliT, qui jouera le rôle de cathode, étant la 
lame de platine. La mesure de l’intensité va dépendre 
de ta concentration eu oxygène de la solution 
intérieure, donc de la pression d'oxygène i 
3 extérieur : 

» = kp o,- 

U u étalonnage avec une pression d’oxygène connue 
permet de déterminer k 

2) Interprétation (fig 3o) 

Ou utilise là encore te graphe rte polarisation d’une 
solution contenant de l'oxygène, avec une électrode 
d’argent (anode), 



Fig. 36 Graphe de polarisation de l'étectrod* de 
Clark. 


En imposant une différence de potentiel AE de 6Û0 
à SÛO mV, sdon les électrodes, Télectrode d'argent va 
Être anode : 

Ag Ag" 4 e~. 

L’électrode de platine va être cathode : 

2 H* 4 2c- + Gj HjO. 

L'intensité es t limitée par le palier de diffusion dû & 
l'oxygène, Elle sera doue proportionnelle à la 
concentration en oxygène dans la solution où sont 
immergée® les électrodes, 
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4. Rotent iomét rie à faible intensité de courant 



Rt 37 Potaitigroéinc à faible intensité de- courafti. 


4,1, MONTAGE tïîg. 3?) 

On fait débiter un courant constant de 
quelques microampêres à un gcneraleur, avec 
une Eres grande résistance en série avec deux 
clèCtrudcs généralement en; platine. On mesure 
la différence de potentiel entre ces deux élec- 
trodes. à l’aide d’ut» microvoltmèlrc éleclroni- 
que. 

On étudie les variations de cette tension, en 
fonction du volume de réactif titrant ajouté ; 

ae = /m 
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4.2, INTERPRÉTATION 

DES COURBES AE = f(V) 

On peut reprendre le dosage précédent : Fe 2 * 
par Ce 4 * On utilise alors te graphes de 
polarisation (lïg. 3K) et on détermine la 
différence de potentiel At avec une intensité 
constante |i^ + J = |i, _ ,j. 

Doù la courbe obtenue (fig. 39). 

Le point d'équivalence correspond à une 
brève variation de la tension entre les électrodes, 
L'cïistcncc d'un couple réversible se traduit ici 
par une différence de potentiel pratiquement 
nulle. La précision obtenue est très grande, à 
cause de la brusque variation de tension au 
point d'équivalence. 


*4£ 


|T| 

I 

l 

i 

i 

V 

I 


0 V| voiuma du r*sciii 

lilrml 

Fig, 39 Dosage putcntiomélrique à faible intensité 
de courant, de Fe 2 * par Ce**. 
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UTILISATION DES RADIOÉLÉMENTS 


La première observation directe d’un 
phénomène nucléaire fut celle de rémission de 
rayonnement, découverte fondamentale faite en 
1896 par Hlcnrï Becquerel. Pierre et Marie 
Curie, ayant entrepris l’étude de ce phénomène 
nouveau le nommèrent radioactivité . Ils 
donnèrent ainsi l'essor à une nouvelle technique, 
très utilisée aujourd’hui comme méthode 


1, Étude de la radioactivité 


1,1* LE NOYAU 

Différentes méthodes physiques ont permis de 
montrer que pratiquement toute la masse des 
atomes est concentrée dans leur noyau, assimilé 
à une petite sphère, dont le rayon est de l'ordre 
4e 10" 11 m (alors que l’atome a globalement un 
rayon de l’ordre de 10" 10 m, soit 100000 fois 
plus grand). 

Le noyau est constitué de protons et de 
neutrons (on appelle nucléons les particules 
élémentaires formant le noyau) : 

- le «eulmcj est une particule neutre,, dont la 
masse vaut approximativement une unité de 
masse atomique (l 'unité de masse est definie 
comme la 1/12* partie de la masse d'un noyau 
de carbone contenant 6 neutrons et 6 protons, 
et appelé le carbone- 12 : 

1 u = = 0,166, UT 3î gk 

La masse exacte du neutron est 
m N » 1,00® 665 u; 

— le proton est une particule chargée 


d’analyse en raison de ses qualités* La principale 
est l'extrême sensibilité de cette méthode; en 
outre, le fait de pouvoir marquer un atome 
donné d'une molécule, sans modifier les 
propriétés chimiques de celle-ci, permet de la 
suivre et donne des renseignements sur des 
mécanismes d'action et des vitesses de réaction. 


positivement ; sa charge est + c (e étant la 
charge élémentaire; e ^ 1,6, 10 C); sa 
masse vaut approximativement celle du neutron, 
c’est-à-dire lu; sa valeur exacte est 
= 1,007 276 u. 

Un noyau X sera caractérisé par N, le nombre 
de neutrons, Z le nombre de protons (ou 
numéro atomique); h somme N + Z, qui 
représente le nombre de nucléons À est appelé 
ntfnérc de masse; On donne au noyau le 
symbole JX. 

£xÉTnpJ« )H, 1 1| I. 

On peut remarquer que À est un entier, alors 
que h masse exacte du noyau exprimée en u 
n'est pas entière en général, sauf pour k noyau 
»C qui a été chois comme référence 

Les propriétés chimiques d'un élément et son 
nom dépendent du nombre de protons Z, Seule 
sa masse est affectée par un changement du 
nombre de neutrons. 

On appelle vsûiopes des noyaux qui possèdent 
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le même numéro atomique SS, mais m nombre 

de masse different : 

jH ;h fH 

Hydrogène Dïi^ct>utti TTilium 

(on verra que, pour les éléments légers, les 
propriétés physico -chimiques de plusieurs 
isotopes peuvent être différentes : c'est l'effet 
aotopique). Isotope signifie même place (dans la 
classification périodique). 

Pour un élément naturel, la proportion des 
isotopes est constante; on l’appelle abondance 
isotopique. 


Exemples de quelques isotypes et de leur abondance 
îioiapique a fêlât naturel : 


99,9844 p. 100 
l |C 

9S,8?2 p. 100 


ÏH 

0,01 56 p. 3 m 

“c 


1,1 OS p, 100 


La masse d'un noyau M est inférieure à la 
somme des masses d m nucléons qui l’ont formé ; 
la différence constitue le défaut de masse, AM : 

AM = (Zm P + NpttjJ - M. 

Le défaut de masse nous renseigne sur 
l'énergie de liaison du noyau, c’est-à-dire 
l'énergie qui a été libérée au cours de sa 
formation à partir des nucléons pris séparé- 
ment ; l’énergie de liaison est définie, d'après Ja 
relation d'Einstein, par ; 

Ë^ — Am . c 2 

(e étant la célérité de la lumière dans te vide,) 


Exemple .■ Énergie de liaison du noyau d'hélium ; 

La masse du noyau d'hélium tHe est 

M ^ 4,001 SIM u. 

Le défaut de masse est dque : 


AM - (2.1,007 276 + 2.1,008 665) - 4,001 50é 
àM - 0,030 m u = ^Sy^f a g 


6,G23.IÛ 2J 


0.030 376 
6 . 02 ) 
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Jfg. 


La, célérité de la lumière dans le vide étant : 
f ™ 2,998 . 10* m. J _I , l'énergie de liaison d'un noyau 
d'hélium est donc : 

c i 3 r O376.1O“ îa ..(2,99S)Ll0 lé 

Lj. ^ AM 0 m y— -• 

6,023 

E l « 4,53. 10- ,J J 

On utilise souvent l’êlectron-voll ; 

I eV •» I p fiü2.10’" l, l: 

E l = 27,30.10* eV eu 27, 30 MeV„ 

La mesure des énergies de liaison des 
différents noyaux permet de comparer leur 
stabilité ; un noyiu ayant une énergie de liaison 
(par nucléon) très élevée est un noyau très 
stable; un nûyau, dont l'énergie de liaison par 
nucléon est faible, est instable et a tendance â se 
transformer spontanément en d’autres noyaux ; 
c'est la radioactivité naturelle. 

Les réactions nucléaires permettent de 
transformer les noyaux; certaines sont sponta- 
nées, naturelles (exemple: radioactivité), 
d’autres sont provoquées. 

L'écriture de l'équation d'une réaction 
nucléaire fait intervenir un certain nombre de 
fois, dont les principales sont : 

- conservation du nombre de protons, 

- conservation du nombre de masse. 


Exemples : 

■;c + & - + \p 

- J ÜP0 + fHe 

1,2, DIFFÉRENTS TYPES 
DE RADIOACTIVITÉ 


Nous avons déjà vu que certains noyaux sont 
instables; ils se transforment spontanément en 
d'autres noyaux en émettant une particule ou se 
désexcitent en émettant un rayonnement 
électromagnétique, Qn distingue J types 
d'instabilité : 

- dynamique, qui correspond à l’expulsion 
d’une particule, par exemple un noyau d’hélium 



6TU0E Di LA RADIOACTIVITÉ 


(instabiliié s), ou à b fission d'un noyau en 
d'autres noyaux plus petits;, 

- p, qui correspond aux transformations 
réciproques ; p é* n; 

- y, qui est Sa désexcitation d'un noyau par 
émission de rayonnement électromagnétique 
analogue à rémission de lumière ou de rayons X 
par une substance. 

1 . 2 . 1 . INSTABILITÉ p: 

TRANSFORMATIONS 

réciproques entre 

PROTON ET NEUTRON 

1-2- 1-1 Émission p 

Ce processus a lieu lorsqu'un neutron du 
noyau se transforme en proton suivant la 
réaction : 

An - \P + -ï*> 

Cette réaction est possible au point de vue 
énergétique, car la masse du neutron est 
supérieure à celle du proton. La variation de 
masse correspond à de l'énergie cinétique 
emmagasinée par l’électron alors expulsé du 
noyau. 

L'équation nucléaire globale est donc : 
rX -* 7 +*Y +■ _V 

L'élément X est transformé en l'élément Y qui 
le suit dans la classification périodique. On peut 
donner quelques exemples : 


■;c 

-» 

■}N + 

-1* 

(1) 

[H 


^He + 

-ï* 

(2) 

f|F 

- 

m + 

4r 

O) 

L ÏH 


^iSe + 

-ï*- 

(4) 


L'énergie cinétique maximale des électrons 
émis peut être calculée par les variations de 
masse, Les réactions (lj, (2), (3) et (4) 
correspondent respectivement à une énergie E m4 , 
de 0,155 MeV, 0,017 Me V,. 1,71 MeV et 

0,605 MeV, Mais tous les électrons émis ne 
possèdent pas la même énergie (chocs des 


électrons avec ceux de l'atome; énergie de recul 
des noyaux,..). La répartition des électrons, selon 
leur énergie, est donc continue (on a montré 
qu'une partie de l'énergie était cédée à une autre 
particule, le neutlino, de charge nulle et de 
masse très petite) (fig. tj. 

L’émission p" existe tant avec des éléments 
artificiels, que naturels, Elle se produit 
essentiellement lorsque les noyaux possèdent un 
excès de neutrons par rapport aux protons 
(exemple 'fjl ; 53 protons 7-8 neutrons). 



Fig. I Répartition des électrons selon Seul énergie. 
1.2.1. 2. Émission p’ 

Ce processus n'existé qu’avec des radioélé- 
ments artificiels et a heu lorsqu'un proton se 
transforme en neutron, en émettant un positon 
{antiparticule de l'électron, découvert par 
Andersen en 1932) : 

\ P - à" + tÏ* 

Cette réaction ne semble pas possible au point 
de vue énergétique, car le proton â une massé 
inférieure à celle du neutron ; elle ne peut avoir 
lieu qu'à l’intérieur du noyau. L’équation 
nucléaire est alors la suivante : 

SX - } ',Y + >. 

Là aussi, l'équation nucléaire complète doit 
comporter l'émission du neulrino f®v), car le 
spectre d’énergie des positons est continu. 
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L'élément X se transforme donc en l'Élément Y, 1.2.2, INSTABILITÉ 4 
qui fc précède dans la classification périodique. 


Exemples : 


fÎP - îî$j + îe 

fie phosphore ^fp csl (in élément artificiel produit 
par fa réaction mjdêaire suivante : 

"Ât + jHc - -fT + JP) 

l iC - J& + Je 


(le carbone P *C est lui-même un élément artificiel 
produit, par exemple p®r h réaction nucléaire 
suivante : JB + ÎH -* JC ■+■ £w) 

s |0 -+ JN + fe 

-i l lC + > 

(les isotopes l lO et 1 ’N sont formés aniâciellement 
par ks réaction nucléaire* 

,J C(rf.i apN et »*N(iUI , ’0). 


C'est la transformation d'un noyau X (en 
général asscs gros : Z > 82) en un noyau Y, 
avec perte d'un noyau, d'hélium, c'est-à-dire une 
particule nommée particule a, ayant les 
caractéristiques suivantes : 

— nombre de masse : A ■ 4 ; 

- numéro atomique : Z>2; 

- charge : + 2e; 

— représentation ; ( *Hc) J + . 

L’équation nucléaire d'un processus a est La 

suivante : 


ÎX -> £:|Y + *He. 


Le noyau X perd ainsi 2 neutrons et 2 
protons ; il se transforme en un élément Y qui le 
précède de 2 cases, dans la classification 
périodique. 


Les éléments radioactifs montrent en 
général un défaut dé neutrons par rapport aux 
protons. 

1.2. 1.3. Capture 

Ce processus, intervenant lorsque le noyau 
possède un défaut de neutrons (par rapport aux 
protons), est en compétition avec rémission p + . 
Il se traduit par la capture d'un électron par un 
élément X et la formation d'un élément Y qui la 
précède dans la classification périodique : 

îp + _?e -v 

+ _ 'ie —*■ t - i Y. 

Ce processus, comme les précédents {fl" et 
3 + X s'accompagne de rémission d'un ncutrino, 
qui, ici, emporte l’énergie correspondant au bil an 
de la réaction. L’électron capturé est, en général, 
pris au cortège électronique de l'atome, parmi 
les électrons IC (les plus proches du noyau). 

''Exemple : 

iBe + Jf -* }U. 


Exemptes : 

- l 9<îTh + *He 
x l|Ra -» 3 ÜRn + lHe 
J iîRn -* a iJPo + *He. 

Le bilan énergétique de ces réactions SC 
partage entre l’énergie cinétique de la part Iculc a 
et l'énergie de recul du noyau qui se désintégre 
(souvent négligeable devant la première), selon 
le schéma suivant : 



L'énergie de recul peut être suffisante 
toutefois pour rompre les liaisons chimiques et 
pour arracher des paquets d'atomes à une 
préparation solide, par exemple. Si la 
préparation est liquide, une gou il dette pourra 
être formée et il se formera un aérosol 
L'analyse magnétique des particules. «. libérées 
montre qu'elles se répartissent en plusieurs 
groupes d’énergie E bien déterminée (spectre de 
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raiesl. En effet, rémission -2 s'accompagne 
souvent d'értiiaiôit de phoions y (cf. I IL 1 , 1.2.3), 
selon le diagramme énergétique (fsg, 2), 



Fig. 1 Diagramme énergétique de l'émission i du 
noyau, 
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Fig. 3 Analyse magnétique des particules ». (spectre 
de .raies >. 


1.23. INSTABILITÉ y 

Elle se traduit par l'émission d'un 
rayonnement électromagnétique y (longueur 
d’onde inferieure à 10 “ 1 im; propriétés voisines 
des rayons X), par un noyau excité. Un noyau 
comporte, en effet, un niveau d’énergie 
fondamental et une série de niveaux excités qui 
se rapprochent au fur et à mesure que leur 
énergie augmente; de plus, leur durée de vie 
diminue, car ils sont de moins en moins stables. 

L’excitation peut se faire par différents 
procédés (fig. 4} : 

- réaction nucléaire : ta capture d’une 
particule forme un noyau à l’état excité; 

- excitation électromagnétique : l’absorption 
d'un photon y; 

- excitation consécutive à une désintégration 
» ou p, C'est ce troisième processus qui 
intervient dans les substances radioactives 
(fig. 2). Le noyau Y, formé au cours d'une 
émission a ou p-, se désexcite en émettant des 
photons y. 

L'émission y Constitué donc un spectre de 
ram, que Ton peut étudier à l’aide de 
speetfogfâphes y (ef, IIL2, 2,5-). On a l’habitude 
de caractériser cette émission, non par la lon- 
gueur d’onde des photons émis, mais par leur 
énergie, exprimée en éteeironvolts (eV). 



Fig. 4 Diagramme énergétique d'un -noyau. 
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Exemple . L 

Le spectre y 4u césium présente un pie 4 662 keV el 
un autre i *60keV., 

■ Conversion inïêrnt : 


L'excès d'énergie d’un noyau V, au lieu de se 
libérer par un photon y d’énergie hv r telle que 



Fig. $ Spectre d'émission p comportant des 
électrons de conversion interne. 


La probabilité d'avoir une émission d'élec- 
trons à la place d’un rayonnement y est grande 
si le numéro atomique de l'élément est «levé 

1,3. LES RADIOÉLÉMENTS 


1*3.1* RADIOÉLÉMENTS 

naturels 

Les isotopes naturels-, dont le numéro 
atomique Z est inférieur à 82 sont stables, sauf 
trois, qui sont radioactifs fi" : 

^K, La et *?*Lil 

Les éléments lourds jZ > £2) possèdent des 
isotopes radioactifs p. a et y t qui dérivent tous 
de 3 <t ancêtres »>, noyaux à grande période, 
(cf, III. I, 1 .4) et qui sont groupés dans des. séries 
(en familles) caractérisées par le nombre dé masse 
A ■ 4p + q fp el q étant entiers) (cf, exemples). 


Exemple* : 


Série 4p ancêtre ; thorium 

^eTh' 

produit 6m! : 

^Pbs 

6a et 4p, 

Série 4p + 2 — 

’ilui 

- 


M et 6p. 

Série 4^+3 - 


- 

™lPh; 

7a el 4p. 


hv - AE, peut provoquer la libération d'un 
électron, périphérique de l'atome, avec une 
énergie E t = hv - |Wj ; Wj étant rénergje de 
liaison de l'électron considéré. Le spectre 
d'émission p " peut alors comporter un certain 
nombre de pics, qui se superposent au spectre 
continu ffig. S), et qui correspondent aux 
differentes énergies de liaison des électrons 
K, L, . . . . fl y a donc une compétition entre 
l'émission d'un photon y et l'émission d'un 
électron. 


CnxMiM fl ‘un ptiDtafl j 
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Fig. 6 Famille de l'uranium U conduisant au plomb 
2D6 Pb, 
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[.ü fi ÿ u r-j ê indique If s lransforma[ions qui 

conduise^! de JJ *U à J »*Pb. 

1-3-2, RADIOÉLÉMENTS 
ARTIFICIELS 

Ce sont dos cléments produits au cours de 
réactions nucléaires. Les. principales de ces 
réactions mette ni en jeu un projectile 
n eu ironique. On expose un échantillon 
convenable à un flux de neutrons que peut 
produire un réacteur nucléaire, D'autres 
réactions nucléaires utilisent des projectiles 
chargés (deutons, particules et...) J elles nécessi- 
tent alors un accélérateur de particules 
(cyclotron ) Enfin, un certain nombre de 
radioéléments sont extrais s des produits de 
fission obtenus dans les réacteurs nucléaires. 

1.12.1. Capture de neutrons 

La plupart des réactions de formation des 
radioéléments avec des neutrons sont des 
captures radiatives schématisées par [B, y), C’est 
ainsi que sont obtenus les isotopes suivants : 

J2 P i flP + ir “F £ 4 y) 

-Cq ; à *Co + à* -* *°Co{ + y> 
m Tt : u "Te + “« -* 151 Tel + -y) 

(le technétium. L5l Tc, donne naissance, par 
désintégration p" û l’iode ‘ I >■ 

On peut Également citer la réaction (n, 5t| dé 
formation du tritium ?H : 

*Li + l Q n jHe 4 {H. 

Toutes ces réactions nécessitent un flux de 
neutrons obtenus à partir d’un réacteur 
nucléaire, étant donné que Scs neutrons 
(particules non chargées) ne peuvent être 
accélérées dans un accélérateur de particules 
classiques. 

1.3-22. Réactions avec particules chargées 

L’obtention d'isotopes radioactifs des élé= 
ments, rencontrés en biochimie, peut se faire par 
des réactions nucléaires du type £d, jt) ou [p t a). 


On peut citer l'exemple des isotopes suivants : 

l3 € ; *?N + ÏH -* + ] £C 

iJ N ; *jC 4 fH - > 4 MN. 

Ces réactions demandent un accélérateur de 
particules. De nombreux laboratoires possèdent 
de petits cyclotrons permettant de fabriquer les 
isotopes radioactifs. 

1-3.2 3, Obtention à partir des produits 
de fission 

Les combustibles nucléaires donnent naissan- 
ce à de très grandes quantités d'éléments 
radioactifs, les produits de fission. Us constituent 
un mélange très complexe d'isotopes très 
différents. Seuls, méritent un effort de 
récupération, les éléments à vie longue. 
Cependant un élément à vie courte est 
également extrait, l’iode 13 H, à cause de son 
importance en biologie et médecine. 

Les principaux éléments extraits des produits 
de fission sont les suivants, par ordre 
d’importance décroissante ; 

■"I : émetteur P cl y 

J * T Co : émetteur fl et y 
90 Sr : émetteur p 
144 Ce ; émetteur p et y 
LD *Ru ; émetteur p. 

1.3. 2. 4. Propriétés des radioéléments 
artificiels 

La figure 7 représente quelques isotopes 
légers; ceux qui sont e'oLwm de la ligne N = Z 
sont stables. Ceux qui sont en dessous ont un 
excès dé protons : ils seront radioactifs [P ; les 
isotopes qui sont au-dessm de cette ligne seront 
radioactifs p " La radioactivité a ne s’observe 
que pour des noyaux plus lourds (Z > S 2). 

Au fur et à mesure que le numéro atomique 
des éléments augmente, le nombre d’isotopes 
possibles croît. Ainsi, l’iode (Z = 5-3) possède-t-il 
21 isotopes radioactifs. La préparation de ces 
différents isotopes doit donc comporter des 
opérations de séparation. 
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1%, T Quelques Isotopes légers {les- isotopes stables 
oocupeoi les cases hachurées avec leur pourcentage à 
E'éïal naturel),, 


1,4, LOIS D ÉVOLUTION 
DES SUBSTANCES 
RADIOACTIVES 


1 . 4 . 1 . LOI FONDAMENTALE : 
ACTIVITÉ D UNE SOURCE 


- indépendante des conditions physiques : 
présence d'autres noyaux, concentration s, 
liaisons chimiques... ; 

- indépendante de la température et de la 
pression. 

* Unités 

. L'unité internationale d'activité est le 
becquerel (.Bq) qui représente une désintégration 
pat seconde, En général, le nombre de 
désintégration par seconde étant un nombre très 
grand, on utilise le curie (Ci), qui vaut 
3,7, 1 0 3 0 Bq, Le curie représente approximative- 
ment l'activité d'un gramme de radium 
pur. On utilise souvent des wus-mulîiptes dut 
curie, miïlicurie (tnCi) et mtcrocurie (pQ> 


* Activité massique (ou activité spécifique) 

Un échantillon de substance, du phosphore 
par exemple, peut comporter une faible 
proportion de phosphore radioactif On 

définit l’activité massique de l’échantillon 
comme fe rapport 4e l'activité de VéchantUlon 4 
Sa masse totale de ('élément considéré (ici le 
phosphore). On l'exprime donc en Bq. kg -1 ou 
Bq. mol -1 . 


On étudie la variation, dans le temps, du 
nombre de noyaux N de l'élément radioactif, La 
vitesse de désintégration est alors représentée 
dN 

par t ! = > où dN est la variation du 

dt 

nombre du noyau pendant l’Intervalle de temps 
di. Cette vitesse de désintégration est appelée 
aussi activité de la source ; 

La loi fondamentale est la suivante : l'activité 
d’une source est ; 

- proportionnelle au nombre de noyaux N à 
l'instant considéré : 


a » 



1.4.2. LOI INTÉGRÉE ; 

PÉRIODE D’UN ÉLÉMENT 
RADIOACTIF 


La. loi fondamentale représente, au point de 
vue formel, une loi cinétique d'ordre un. Son 
intégration donne donc ; 

dN 

— - - L dr, In N => - JLf + de. 

Si N 0 représente le nombre de noyaux dé 
l’élément radioactif à l'instant choisi comme 
origine (: = Û), on peut écrire : 


iX est appelée constante radioactive de l'élément 
considéré): 


In N - in N* - Xi 


ou 


N - H^e-K 
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DÉTECTION 0£ LA RADIOACTIVITÉ 


2 , Détection de la radioactivité 


Pour délecter La radioactivité on dispose d’un 
certain nombre de techniques qm permettent de 
visualiser les particules et d’en mesurer 
l'intensité : 

— visualisation des trajectoires matérialisées, 
par des gouttelettes de brouillard, dans b 
chambre de Wilson, ou par des grains d’argent 
dans l'émulsion d’une plaque photographique;, 

— mesure de l'intensité d'un rayonnement, à 
l’aide d'une chambre d’ionisation; 

- comptage des particules émises., dans un 
compteur Geiger-Müller; 

- mesure du nombre cl de l’énergie des 
particules, à t'aide d'un compteur proportionnel 
ou d'un compteur à scintillations. 

Les particules et les photons ne peuvent être 
détectés que lorsqu'ils interagissent avec b 
matière, La nature de ces interactions dépend du 
corpuscule, de l'absorbeur et de leur énergie 
cinétique. 


2,1 . INTERACTION 

AVEC LA MATIÈRE 


LU. CAS DES PARTICULES 
CHARGÉES. LOURDES 
1 PROTONS, DELIONS, 
PARTICULES a) 

Ce sont toutes des particules ionisées 
possédant un défaut d 'électrons. L'interaction la 
plus importante entre ces particules chargées 
positivement et la matière qu'elles traversent 
sera d'origine électronique ; les particules 
provoquent l'excitation et surtout l'ionisation 
des atomes rencontrés. L'énergie captée par les 
électrons sera transformée par différents 
phénomènes : 

— ionisation, dans la chambre de Wilson ; 


- excitation, dans les scinliltateurt miné- 
raux ; 

— dissociation moléculaire, dans les compo- 
sés organiques. 

Celte interaction provoque un rapide 
ralentissement des particules. En général le 
parcours d’une particule lourde est très faible. 
Un rayonnement a est arrêté par quelques 
centimètres d'air, par une feuille de papier. Si la 
source émettrice a se trouve â Vinlmeur de 
l'organisme humain, les particules peuvent 
provoquer des dégâts importants car leur 
énergie est dissipée sur une faible longueur. 

Les trajectoires des particules lourdes 
observées, à la chambre de Wilson, par exemple, 
sont rectilignes car des particules ont une inertie 
suffisante pour ne pas être déviées au Cours des 
colüsions- 

On appelle ionisât joh spécifique le nombre 
d’ions formés par uni lé de longueur, Pour les 
particules a de quelques MeV, die peut 
atteindre la valeur de 5. 1Û 4 ions formés, dans 
l’air, par cm, 

2.1.2. ÉLECTRONS 

Les électrons qui traversent la matière 
perdent leur énergie par ionisation et excitation 
(pour les énergies faibles) et par rayonnement 
{pour les énergies élevées}. Les trajectoires des 
électrons, particules très légères, sont fines et 
sinueuses, surtout en fin de parcours où leur 
vitesse devient plus faible. 

L'ionisation spécifique est beaucoup plus 
faible que celle des particules lourdes, Pour un 
rayonnement J3 de I McV, elle vaut 4 S ionisations 
par cm, dans l’air {contre 5. lü 4 pour des parti- 
cules lourdes). 

Les électrons ont donc un parcours plus long 
que les particules lourdes; (quelques mètres 
d’air). 

Les positons se comportent comme les 
électrons dans leur interaction avec la matière. 
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ZU. RAYONNEMENT y 

Un photon, traversant la matière, peut être 
transmis directement diffuse sans changement 
de longueur d'onde, diffusé avec augmentation 
de longueur d'onde, ou absorbe, 

2. 1,3,1, Absorption 

On utilise une loi analogue à celle de la 
photomctric visible ou ultraviolette (cl tome 1, 
chapitre 1 1 U , 3 ,4), mais on l 'exprime en fonction 
de l'épaisseur de substance traversée et de sa 
masse volumique. 

Soit % le flux énergétique incident, d> le 
flux transmis, x l'épaisseur traversée : 

In — - - p,jf 

où p est le coeffident d'absorption linéaire. 

En utilisant la masse volumique p et la masse 
spécifique m (masse traversée par unité de 
surface), cette loi devient ; 

# p p 

In — — = - px = — — - m 


& = %e ~ * . 

M 

- p coeffident d'absorption massique, a 
P 

sensiblement 9a même valeur, pour un corps 
donné, quel que soit son état physique. 0 est 
exprimé en m 2 ,kg -a , 

2. 1. 3-2, Effet photoélectrique 

Un rayonnement y peut provoquer 3 émission 
d'élçctrons avec une énergie E * fiv - W t où 
hv est l'énergie du photon incident et W é 
l'énergie de liaison de l'électron. Il s'ensuit un 
réarrangement électronique de L'atome excité 
avec émission de rayons X dit « de fluorescen- 
ce ». 

Le coefficient d'absorption massique des 
rayons y va être plus grand pour certaines 


énergies, correspondant aux énergies de liaison 
des électrons. Le spectre d’absorption aura alors 
l'aspect suivant (fig. 10). 



É i Èg EftsrQiafle* 

phOlCWi* | 

Ftg.10 Variation du coefficient d’absorption en 
fonction de l 'énergie de rayonnement y. 

2 J, 3 J. Effet Comptent 

C’est la diffusion -des photons y incidents avec 
augmentation de longueur d'onde, c'est-à-dire 
perte d'énergie. La différence d'énergie est 
communiquée sous forme cinétique à des 
électrons. Cet effet a lieu lorsque l'énergie des 
rayons y est plus grande et lorsqu'ils 
interagissent avec des éléments de faible numéro 
atomique. 

2. 1.3,4. Création de paires (ou matérialisa- 
tion) 

Si l'énergie du photon incident est supérieure 
à Im^c* {m^ étant la masse au repos des 
électrons, représente l'énergie au repos des 
électrons, au sens relativiste), le rayonnement 
peut, en présence d'un noyau ou d'une charge 
produisant un champ électrique, créer une 
paire : électron + positon, qui se partaient 
l'énergie résiduelle (fiv - sous forme 

d'énergie cinétique. 
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On peut préciser l'importance des trois 
phénomènes évoqués ci-dessus, selon 9a valeur 
du numéro alomique de l'élément qui reçoit les 
photons et selon l'énergie de ceux-ci (ûg, 9 3 ). 



Rj. Il Importance des phénomènes suivant k 
numéro atomique, et l'énergie du rayonnement y. 


1,1.4 IONISATIONS PRIMAIRES 
ET SECONDAIRES; 
NOTION D'EXPOSITION 
ET DE DOSE ABSORBÉE 


Les électrons, ion positons), mis en mouve- 
ment par les phénomènes que Ton vient de 
décrire, peuvent à leur tour provoquer des 
ionisations que l'on appelle iMuaiions Secondai- 
res. 

Ces trois phénomènes produisent des 
rayonnements électromagnétiques ; 

— l'effet photoélectrique produit une fluores- 
cence X ; 

— la diffusion Compton produit un photon 
diffusé ; 

— la création de paires peut produire un 
photon lorsqu'un électron et un positon se 
rencontrent et s’annihilent. 

Dans les trois cas, les rayonnements peuvent à 
leur tour produire des ^ionisations secondai- 
res ». 

La mesure de toutes les charges produites 
est possible dans l’air ; elle permet de caractéri- 
ser un rayonnement donné ; elle définit la 
notion d'exposition. 


L'unité d’exposition est le coulomb par 
kilogramme (C,kg" l k On utilise aussi le 
rontgen (unité admise provisoirement) qui est 
l'exposition créant dans î cm* d’air une charge 


égale à l'unité CGS, c’est-à-dire ^ . 10 9 C Cette 


charge correspond à 2,08. M) 9 ions, le rontgen 
(R) vaut donc 2, SS. 10 _4 C.kg“ ■ (uniîê d'exposi- 
J ion), 

La création d'un ion nécessitant dans l'air, en 
moyenne 33,7 eV, l'énergie libérée dans I cm J 
d’air par une exposition de 1 rontgen, est donc : 


2,08. 10*. 33, 7, 1,6. 10“ ]S 

ïm.icr' 


87. Î0" 7 J. g " 1 
17. HT 4 J. kg"®. 


Pour mesurer l’énergie libérée dans un autre 
milieu, il faut comparer les coefficients 
d'absorption massique, p/p. du milieu et de l'air. 
On utilise le gray (Gy) comme unité de dose 
absorbée pif un milieu. Le gray est ia dose 
absorbée correspondant à une énergie libérée de 
LJ. kg 1 (cm utilise également le rad qui vaut 
un centigray : I rad (ou rd) vaut lû' 1 Gy). 

Dans l'air, une exposition de X rontgens 
produit une dose absorbée : 

D a (S7.nr*.X) gray » (0,87.x) rad. 


Dans un autre milieu, si / représente le 
rapport des coefficients d'absorption massique 
du milieu et de l’air, la dose absorbée est : 

D’ = <S7. 10"* X .J) gray = (0.87 X./) rad. 

Pour l'eau et les tissus biologiques mous, 
soumis aux rayons X usuels, en pratique 
médicale, f étant de l’ordre dé 1,1, une 
exposition de X rontgens produit une dose 
absorbée î 


D - (0,87.1,1 X) rad t (0.96 X) rad. 

On peut donc dire, à 4 p, 100 près, qu'une 
exposition de un rontgen produit une dose 
absorbée de 1 rad, dans les. tissus mous. 

Cette notion de dose absorbée:, exprimée en 
rads, convient bien pour les rayons X et les 
rayons y. Lorsqu’on veut exprimer la dose 
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absorbée par un être vivant, exposé à divers 
rayonnements, il faut tenir compte du fait que 
des rayonnements divers peuvent avoir des effets 
biologiques irè% différents. Des neutrons, par 
exemple,, sont plus actifs que les rayons y, pour 
une même exposition- A la «vite de nombreuses 
expériences on a pu évaluer les efficacités 
biologiques des rayonnements principaux, en 
prenant comme base I 1 efficacité de certains 
rayons X. Pour tenir compte de cette efficacité 
différente on utilise une unité de dose biologique 
absorbée, le rem (ou *< rad équivalent for men >). 
La dose biologique, en rems, s’obtient, pour une 
exposition externe, en multipliant la dose 
absorbée fen rads) par l'efficacité biologique 
(EB) : 

(rems) = D àbmatbti [tads] x (EB}, 

Le tableau suivant indique quelques valeurs 
d'efficacité biologique : 

Rayons X, y ou p durs EB = î 

Rayons p mous EB = 1 à 2 

Neutrons lents EB = 2 à 5 

Neutrons rapides, a EB = 5 à 10, 

Lorsqu'on étudie le phénomène d'ionisation 
dans un milieu on utilise une notion appelée 
transfert d'énergie linéique (TEL), qui exprime 
l’énergie perdue par le rayonnement par unité de 
longueur. Dans l’eau, par exemple, le TEL, pour 
des particules <x est de Vordre de 1 50 fceV/pm ; 
pour des électrons il est de l’ordre de 1 keV/pm. 


2.2, DÉTECTION GLOBALE 

DE L10N1SATI0N : 

CHAMBRE D J IONISATION 

tris, l-i 

On mesure globalement riomsalîon créée par 
lt& divers rayonnements, qu’ils soient électroma- 
gnétiques ou particulaires, Les ions créés sont 
recueillis par deux électrodes, et on mesure la 
charge produite par unité de temps (intensité 
d'un courant débité}. 

Pour entraîner tous les ions, il est nécessaire 


A if üu: q®ï rare t A rg æn fi 




fit, il Schéma d’une chambre d’ionÉsatbn et 
variation de l'inleiuLü en fonction de la tension V. 

que le champ électrique à l’intérieur de l'enceinte 
soit suffisant, Oft obtiendra donc, pour un même 
rayonnement ionisant, une iule usité qui 
augmente avec la différence de potentiel 
appliquée entre les électrodes. Il arrive un 
moment où l’intensité devient constante 
(saturation) ; c’est alors que tous les ions formés 
sont collectés au fur et à mesure de leur 
formation. La chambre d'ionisation fonctionne 
donc correctement, car l’intensité i f est propor- 
tionnelle au flux énergétique reçu, Elle permet 
en ce cas de mesurer la dose d’exposition (en 
roentgen). 


2.3, DÉTECTION INDIVIDUELLE 
DES PARTICULES : 

CHAMBRE D' IONISATION 

La différence qui intervient, par rapport au 
montage de la figure 12, est uniquement dans 
le circuit électrique. L'ionisation créée par une 
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par tic u le dans la chambre d'ionisation est faible. 
Elle nécessite alors un amplificateur qui permet 
de visualiser l'impulsion produite (variation 
rapide de l'intensité). 

Le circuit comporte donc : 

- un préamplificateur, qui met en forme 
l'impulsion; 

- un amplificateur, qui augmente l'amplitu- 
de de celle-ci; 

- un dispositif de numération, qui dénombre 
les impulsions; 

= un sélecteur, qui classe les impulsions 
d'après leur hauteur. 

Par exemple, l’appareil ne transmettra que les 
impulsions, dont l’amplitude est comprise entre 
deux valeurs V, et V 3 {sélecteur à une bande). 
En faisant varier les extrémités de cette bande, 
on peut construire l'histogramme donnant le 
nombre d'impulsions en fonction de leur 
énergie. 


2 A COMPTEUR 

DE GEIGER-MÜLLËR 

2.4. T CARACTÉRISTIQUE 
COMPLÈTE 
DE LA CHAMBRE 
DTONISÀTTON 

Si on fait varier ta différence de potentiel entre 
tes deux électrodes d’une chambre d'ionisation, 
schématisée El g. 12, pour une particule pénétrant 
à l'intérieur, b hauteur de L'impulsion recueillie 
varie selon le schéma de la figure 13- 

On obtient quatre domaines (fig. Il): 

- la zone 1, concerne l'utilisation de la 
chambre d’ionisation déjà décrite (cf. 111,2,2.1); 

- si le champ électrique devient plus in- 
tense, les électrons, accélérés, vont produire une 
ionisation secondaire et l'intensité reçue Mira 
proportionnelle à La tension appliquée, C'est la 
zone du compteur proportionne^ la zone 2 ; 

- dans b région suivante, la zone 1, les deux 



Fig. 11 Influence de la différence de potentiel sur 
['intensité recueillie au cours dsj passage d’une 
particule donnée. Trait continu: énergie élevée; en 
pointillé : énergie faible. 


courbes (énergies élevée ou faible) se rejoignent ; 
l'impulsion a la même amplitude, quelle que soit 
l’énergie dés particules ionisantes. En outre, 
cette amplitude augmente peu avec la tension ; 
c’est la zone de Geiger (le nombre d’électrons 
formés peut atteindre !0 LC1 pour une particule 
incidente); 

- enfin, si on augmente encore la tension, 
une avalanche électronique produit une 
décharge qui n'est pas utilisable (zone 4), 


2.4.2. PHÉNOMÈNES PRODUITS 
DANS LE COMPTEUR 
GEICERMlÎLLER 

Un tube Geiger- Muller est analogue à une 
chambre d'ionisation ffig. ] 2), 11 est rempli d'un 
mélange de gaz monoatomique (argon) et de 
vapeur organique (alcool) sous une pression de 
quelques centimètres de mercure, Une particule 
ta ou p) pénétrant à l’intérieur, provoque les 
phénomènes suivants : 

- formation d’un certain nombre de paires 
d’ions : 

- multiplication des ions primaires. Les 
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photcimilüplicateur d'électrons, par exemple, 

(cf. Tome I, in.i, 1-3 . 2 3}: 

— un système de comptage, avec sélection 
d’amplitude. 

Un tel compteur permet, soit le comptage 
global de l'activité d'une mesure, soit le 
comptage de particules ayant une énergie 
comprise dans une bande donnée (tracé du 
spectre en énergie des particules), 

15,2. SCïNTILLATEURS 

Leurs caractéristiques essentielles sont Les 
suivantes : 

— le rendement lumineux, rapport de 
l'énergie lumineuse émise à l'énergie reçue par 
les particules radioactives; 

— la durée du rayonnement consécutif à la 
réception d'une particule; 

— la transparence à la lumière émise, qui 
détermine les dimensions du sciniillaieur ; 

“ la linéarité, qui permet la mesure directe 
de l'énergie absorbée en fonction de la hauteur 
de l'impulsion émise. 

On peut citer quelques exemples de 
SttiHillaleurs : iodure de sodium (Mal J avec 
traces de thallium (Tl); sulfure de zinc; 
anthracène , naphtaline; stilbéne, 

Les scintillatcurs organiques ont l'avantage 
de pouvoir être utilisées en solution; ils forment 
ainsi des seta iUateurs liquides. On peut alors 
dissoudre 1 échantillon radioactif dans le 
mélange scintilla leur lui-même ; dans ces 
conditions, les pertes de rayonnement sont 
extrêmement faibles (cf, Ï1 1.2, 2,5,5). 

2.0. PHOTGM U Lü PL1CATEUR 

délectrons 

(cf. Tome 1, 111,1, 13,2.3) 

LéfTet photoélectrique est utilisé pour 
mesurer le flux lumineux émis par le 
scintilla teur, lors du passage d'une particule 
radioactive, ou de la réception d'un pholün y. 


15.4. INSTALLATION 
DE COMPTAGE 

L'installation, schématisée figure 15, comporte 
le sautilla leur collé sur la face externe de la 
photocathode du phoiomulîiplicâteur d'élec- 
trons. pour éviter des pertes de lumière. Le 
préamplificateur met en forme l' impulsion élec- 
trique délivrée par le phoiornultiplicateur. Cette 
impulsion est alors amplifiée et un compteur 
dénombre le nombre d Impulsions par unité de 
temps après sélection énergétique. 



15 Schéma d'un compteur à scintillations. 


On peut, avec un tel dispositif, étudier le 
spectre représentant le nombre de particules ou 
le nombre de photons y en fonction de leur 
énergie. Dans le cm de la spectrométrie y, les 
photons pénétrant dans le srintillateur produi- 
sent les trois effets déjà étudiés d-dessus (cf. 

m 2,2 1.3): 

— i' effet photoélectrique ; l'électron libéré est 
absorbé par la substance ; l’énergie absorbée est 
cédée sous forme de rayonnement ; c’est le pic 
photoélectrique, qui est toujours le plus intense; 

— l'effet Comptem : diffusion du photon y, en 
un photon d'énergie inférieure au précèdent. 
L'ensemble forme un spectre continu limité par 
le front Compion dont l'énergie peut être 
calculée ; 

— la création de paires : si l'électron et le 

positon s'annihilent, sis donnent naissance â 
deux photons y de SU keV. Une partie peut être 
absorbée et libérée sous forme de rayonnement. 
On obtient les spectres y dont un exemple est 
donné figure 16. 
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FSf. lé Spectre y d'une source lîT Cs. 


2-5*5- SCINTILLATEURS 
LIQUIDES 

Les biologistes utilisent des scmtillateurs 
liquides- pour observer des rayonnements b 61 , de 
faible énergie, produits par les radio» isotopes 
|H* l*a ou Î3P. On appelle (cf. NI L 1 ,2,È.l) 
les énergies, maximales des rayonnements |â ô 
de ces éléments : 

’H :: 1 7 keV : '*C : 155 keV; 

: 1,71 McV . 

Les particules {I e , de faible énergie, étant 
absorbées par quelques dixièmes de millimétrés 
d'échantillon, il est nécessaire d'utiliser des 
scintillateurs liquides où te radioéléments se 
trouvent au voisinage immédiat des substances 
scintillai rice$- 

Les scintillateurs liquides sont composés d’un 
splr-pn; et dé un OU de deux indurés; 

- te solvant solubilise les substances 
sélnlillalrtces, ainsi que les substances, radioacti- 
ves. De plus., il absorbe l'énergie du rayonne- 
ment P ô , émis par le radioélément. Cette énergie 
est alors libérée, par fluorescence.. Mais le rayon* 


nemenl réémis est situé dans l'ultraviolet et ne 
peut être utilisé ainsi (absorption par parois de 
verre et manque de sensibilité des photocellules, 
dans ce domaine de longueurs d'onde). Il est donc 
nécessaire d'ajouter au solvant, d'autres substan- 
ces fluorescentes appelées solutés. Les solvants les 
plus utilisés sont : 

le toluène, le xylène. 


le dioxamne 

— te solutés sont des substances, de nature 
aromatique (molécules riches en doubles liaisons 
conjuguées), qui peuvent être excitées par le 
rayonnement fluorescent provenant du solvant; 
leur désactivation produit, à son tour, un 
rayonnement fluorescent de longueur d'onde 
plus grande (longueur d'onde K comprise entre 
400 et 500 nm], reçu par la photocathode d’une 
cellule photoélectrique ou d'un photoRiultiplica- 
leur (fig. 16o), Les solutés, fluorescents, 
fréquemment utilisés, dérivent du diphényl-1,4 
oxazole {PPG) : 



Rctttùrqu* î Atténuation ou « quenching » i 

Toute l'énergie des particules |t H ne se trouve pas 
lrLinsinise. SOu£ forme de rayonnement visible, par te 
solutés. Une partie est convertie en énergie non 
radiative- ce phénomène est appelé atténuation (ou 
« quenching >0 du rayônr«nwnt. Il peut se produire 
selon trois processus : 

- la molécule de solvant, activée, subit une 
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IAa Principe des scLniillateurs liquida. 
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désactivation non radiaiive : son énergie est utilisée 
pour fermer un complexe solvant- soluté. ou elle se 
dégrade sous ferme de chaleur l 

- le rayonnement /runtweflE du solvant peut eue 
capté par des molécules, elles-mêmes non fluorescen- 
tes, présentes dans la solution; 

— s j solution comporte des composés caiorês, il 
peut se produite une absoipison partielle des 
photo^s, du domaine visible, êffliâ par les solutés. 

L'ensemble de ces phénomènes * traduit par une 
diminution de Icnergtc et du nombre de photons 
reçus par la photocathodc cl enregistrés par 3e 
compteur. 

Lors des comparaisons des radioactivités de 
différentes solutions, il importe donc que toutes 
comportent La même composition qualitative Des 
corrections peuvent être faites pour obtenir l'activité 
absolue d'un échantillon. 


2,6, COMPTEURS 

AVEC DÉTECTEURS 
A SEMI -CONDUCTEURS 

Nous avons décrit, dans Le tome 1, chapitre ISi 
le principe des photodiodes et pholopiles utilises 
comme récepteurs de flux lumineux. Les 
semiconducteurs sont utilisés de plus en plus 
comme détecteurs, soi! de particules chargées 
|C~ , v r , ji, d, a), soit de rayonnements X ou y. 

Dans le cas de particules chargées, on utilise 
des diodes au silicium avec une barrière dé 
surface réalisée par une mince couche d’or 
(fig. I6&L dans le cas dé rayonnements, on 
emploie de* diodes au germanium, dopé au 
] il liium. 





Couche de nickel 

Fig, IM Compteur avec détecteur à semiconducteur. 



Fig- 16 c Spectre énergétique enregistré 
sélecteur multicanal. 
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Dans tous les cas» le flux incident crée dans le 
semiconducteur des paires ■électron-trou, Sous 
l'action d'un champ électrique, ces porteurs de 
charges sont collectés par des électrodes et font 
ainsi apparaître une impulsion de tension de 
l’ordre du millivoEt. 

Un préamplificateur met en forme cette 
impulsion avant de l’amplifier, Un sélecteur 
comporte un grand nombre de canaux, (quelques 
centaines)- Chaque canal enregistre Ses tmpul- 
sions dont la hauteur est comprise dans une 
bande d'énergie bien précise, La largeur de 
chaque bande peut être de l’ordre du kcV. 


On peut ainsi tracer la courbe de distribution 
des particules ou des phoiuns, en fonction de 
leur énergie; en effet, l’énergie des particules 
incidentes ou des photons est proportionnelle 
au nombre de porteurs de charges créés dans la 
jonction, et donc proportionnelle à la hauteur 
de l'impulsion. La courbe obtenue constitue te 
spectre du rayonnement étudié flig [6c). 

L'intérêt des semiconducteurs, par rapport aux 
détecteurs à ionisation, habituels, est dû à leur 
grande sensibilité énergétique et, ainsi, à leur 
grande résolution (aptitude â séparer des 
rayonnements d'énergie voisine). 


3. Technique de mesure de la radioactivité 
d'un échantillon 


3.1. PRÉPARATION 

DES ÉCHANTILLONS 

Pour tes substances en solutions, un volume 
donné (0,1 i 0.2 cm *1 est pipette dans une 
coupelle d’aluminium de faible diamètre et le 
solvant est évaporé, La coupelle, contenant le 
résidu radioactif étalé en couche mince, est 
placée sur un support plastique, 

Dans te cas de substances en suspension, il 
suffit de placer La suspension -dans un système de 
filtration sous vide préalablement muni d’une 
double rondelle de papier fibre de verre. La 
rondelle de papier est alors récupérée et déposée 
directement sur un support plastique, 

3.2, MESURE DE LA 
RADIOACTIVITÉ 

3.2,1. BRUIT DE FOND 

(MOUVEMENT PROPRE 
DE L'APPAREILLAGE) 

On constate que, même si la source 
radioactive est enlevée, le système de numéra- 


tion fonctionne encore. Ce phénomène, appelé 
bmk du fond, est dû à de nombreuses causes : 
rayons cosmiques, radioactivité ambiance, 
causes propres au système électronique. Ce bruit 
de fend est déterminé avec un support propre, 
pendant plusieurs minutes; on doit le déduire 
du comptage des différents échantillons. Son 
influence: est importante lorsque les comptages 
sont faibles. 

X2± TEMPS 

DE COMPTAGE 

Tout comptage est sujet À des fluctuations 
statistiques, dues au fait que tes désintègratioiu 
des substances radioactives sont effectuées au 
hasard. En comptant plusieurs fois pendant le 
même intervalle de temps les désintégrations n f 
d'un même échantillon (â durée de vie longue, 
donc d'activité constante), on obtient diverses 
valeurs qui se répartissent selon une combe de 
Poisson (fi g. 16rfj. 

£ J|| jïjl 

L'écart type a, donné par ^ ^ 

où À est le nombre moyen de désintégrations et 
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Fig. I6^T Distribution statistique du nombre de 
désintégration (Tune source radioactive donnée. 

N le nombre local de comptages, est à peu prés 
égal à v ! ' pt : a = v ! n , 

On obtient ainsi une évaluation de l'incertitu- 
de sur un nombre de dès intégral ion s mesuré, en 
prenant 2a c= 2^fn ou, si Ton fait une seule 
mesure, à et on écrira ; 



L'incertitude relative vaut alors ! 



Elle diminue quand le nombre de désintégra- 
tions augmente, c'est-à-dire, pour une source 
donnée, si le temps de comptage augmente. 

Exempte : 
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333, TEMPS MORT D'UN SYSTÈME 
DE COMPTAGE 

Quand on enregistre les désintégrations de 
particules avec un détecteur, il existe toujours 
un intervalle de temps pendant lequel le 
détecteur est insensible- Dans une chaîne telle 
que : 



i| existe essentiellement deux temps morts : 

- celui de détecteur, qui est variable; 
compteur Gager ’ Millier : 200 p; compteur 
proportionnel : 10 ps; détecteur à scintillation ; 
2y$; 

— le temps mort du compteur; s'il est 
mécanique: 20 ms; si le compteur est 
électronique, on évite les échantillons â 
comptage élevé { > 10" coups par minute) et on 
introduit dans la chaîne une échelle qui ne laisse 
passer qu'une impulsion sur n impulsions 
incidentes In — I0 h I0 J , 1CK 3 ...)_ 

Correction due au temps mort 

Soit r le temps mort du compteur, n le nom- 
bre de coups enregistrés pendant le temps t ; 
chaque fois qu'une particule est enregistrée, le 
compteur est bloqué pendant un temps t, Le 
temps réel, ou ont été enregistrées les n 
particules, est donc fü - irt). Si le temps avait été 
réellement r, on aurait donc enregistré : 

t 

N = rr- — ■ 

t — JTT 

Fn utilisant k nombre de coups par unité de 
temps, on obtient f actriNte de la source : 



i 


dans laquelle a' représente l'activité mesurée et a 
l'activité corrigée. 
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Exemplf : 

Supposons m compteur pour lequel le temps mort 
est t * 200 ps. Quel don être le taux de comptage 
pour lequel l'erreur csl de 20 p. 100? Cela revient à 
dire que 

~ - 80 p. 100 = üM; 

ü 


or : 


= = l-fft-0,8 
a 


-* fl = 


0,2 


200,10’ 


= lü J coup 5, 'à 


fl' =6- 10 4 coups par minute. 

Si a et supérieur I «tse valeur, l'erreur sera plus 
grande que 20 p, 100, 


3.1.4, GÉOMÉTRIE 
DU SYSTÈME 

Différent* facteurs affectent la pénétration 
d'un rayonnement radioactif à l'intérieur du 



Fig* J 7 Géométrie : Süurte-Técepteur. 

volume de comptage : distance de l'échantillon, 
surface de la fenêtre, géométrie dé l’échantillon 
{fig, ni, L'auioahsorptsoft a l'intérieur de 
l' échantillon est un facteur important quj 
dépend de l'énergie des particules émises, de la 
nature de la couche et de son épaisseur. 


St la couche a une grande épaisseur, aucune 
particule n'aücint sa surface, Si elle a une 
épaisseur très faible, l’absorption peut alors être 
négligée. On peut étudier l' influer ce de 
l’épaisseur de l'échantillon sur l'absorption 

(fig. IB). 

« L'épaisseur ». exprimée sur la figure 18. en 
mg/cm 1 . est due à l'apttniofl suivante : 



Fig. 18 Courbe d'absorption d’un cchunïillon de 
Ba t *C0 1 en fonction de son épaisseur. 


Celle hl épaisseur » permet de comparer difFêrenls 
composés, en éliminant l’influence de la masse 
volumique p. 


3.2,5. EXPRESSION 

DES RÉSULTATS 

Le comptage csl souvent exprime en coups 
par minute, pour chaque échantillon r 

nombre de coups 

pendant 0 minutes , , , . . 

* lm ,. = ■■ - bruit de fond 

icfxni Q 

9 par mLHUIfi, 

On emploie également l’activité spécifique de 
la source en nombre de coups par minute, par 
unité de masse de l’échantillon, qui a l’iqtèrêt de 
ne pas dépendre de la masse de l’échantillon. 
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4. Applications de la radioactivité 


Nous décrirons tout d'abord les techniques 
utilisant les radio-iso topes à des fms analyti- 
ques, puis nous indiquerons les limites de cette 
méthode. 

On peut distinguer* essentiellement, deux 
types de techniques : 

E) le radioélément est introduit au début 
d’une expérience, S3 radioactivité permettant de 
le suivre tout au long de celle-ci : l'isotope est 
«lors utilisé comme traceur; 

2} le radioélément est formé au Cours de 
l'expérience; c’est l'wmiy&v pur eciivûtiûn. 

Nous ne reviendrons pas sur les différentes 
techniques d'obtention des radio-isotopes. étu- 
diées au paragraphe 1.3.2. 


4.1. ANALYSE 

PAR ACTIVATION 

L’analyse par activation comporte deux 
étapes i 

- une première étape où des quantités 
connues de l'échantillon* d'une part, et de 
l'étalon* d'autre part* sont irradiées, pour 
obtenir une radioactivité suffisante de l'élément 
à doser. Cette étape nécessite l’emploi de 
générateurs «le par Lieu les : sources émeltrtces a, 
piles atomiques libérant des neutrons* cvclo- 
irons accélérant les particules chargées ot, d, p... 

Après cette irradiation, dans une deuxième 
étape, on mesure la radioactivité de l'élément X, 
à doser. On obtient l'activité ia^ pour l'étalon* 
et u* pour l’échantillon. Si (rnxJo et m K 
représentent la masse de X dans, l’étalon et dans 
l'échantillon, on en déduit : 





puisque l'activité est proportionnelle à la masse 
de l’élément X, radioactif. 

Dans le cas le plus favorable* ou seul 


l'élément à doser est rendu radioactif au cours 
de l'irradiation, la simple mesure de radioactivi- 
té suffit. Dans de nombreux cas, plusieurs 
radioéléments sont formés; il faut «lors les 
distinguer par des méthodes physiques mettant 
en jeu les caractéristiques du rayonnement, 
période ou énergie (cf. 4.1.2). Souvent l'analyse 
par activation nécessite la séparation 
de l’élément â doser. Après irradiation, 
l'échantillon et l'étalon sont dissous, et l'élément 
recherché est séparé. Des techniques de 
chromatographie peuvent être utilisées, 

4.1.1. FACTEURS DÉTERMINANT 
LA SENSIBILITÉ 
DU DOSAGE 

C'est l’étape d'activation qui limite, essentiel' 
le ment* la sensibilité du dosage. Les principaux 
facteurs sont les suivants ; 

— reFTTpjf d'trradituiûn : nous avons vu, au 
paragraphe 1.4.4, que 9a radioactivité d’un 
élément Irradié augmente avec le temps jusqu'à 
une valeur maximale dite de saturation (Jüg* 19), 



Timpi C r rod I □ 1 1 £ N 


Kg* 19 Variation de I 1 , activité d'une substance en 
fonction du temps d’irradiation. 

La saturation correspond à légalité du 
nombre d'atomes radioactifs formés et du 
nombre d'atomes qui se désintègrent. Au bout 
d’un temps égal à 4 fois la période du 
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radioélément, son activité est environ 94 p« 100 
de celte obtenue à La saturation. Il est donc 
inutile d'irradier au-delà : 

- flux de particules : l'activité spécifique d’un 
élément, à la saturation, est proportionnelle au 
flux, de particules i ■'radiantes. L’analyse sera plus 
sensible si cette activité est plus élevée, donc si le 
flux de particule est .plus intense. C’est cette 
raison qui rend l'emploi, par exemple, de piles, à 
haut flux de neutrons, plus intéressantes que 
d autres sources plus faible® de neutrons; 

- nature de l'élément à doser : les divers 
noyaux captent tes mêmes particules de façon 
différente. 


4*1.2+ QUELQUES EXEMPLES 
DE SÉPARATION DE 
PLUSIEURS RAYONNEMENTS 

4 1.2.1. Différence de période 

Si on dose le fluor en présence de chlore, 
l’irradiation sus neutrons donne les radio-iso- 
topes ™K (T = 12 s) et 3 M C1 (T - 35 min). Les 
périodes étant très différentes, le dosage du 
chlore eût aisé- On peut L'appliquer au dosage 
des hauts polymères, 

4.1. 2. 2. Différence d’énergie 

L'énergie des rayonnements est une autre 
caractéristique, utilisée pour distinguer deux 
élément* formés au cours d’une irradiation. Une 
méthode consiste à effectuer des mesures 
d’absorption par des feuilles d’aluminium (pour 
un rayonnement p| ou de plomb (pour un 
rayonnement y) (ûg. 20 ). 

Un'c autre méthode utilise les scintilla leurs 
(rayonnement y). La hauteur de l'impulsion 
reçue par le dispositif électronique (çf. 111,2, 2.5) 
est liée à l'énergie du photo n y détecté. La 
.tflmiûit des impulsions, selon leur hauteur, 
permet de distinguer des photons y dont l'énergie 
«si située dans une bande déterminée. 



Fig. 20 Courbes d’absorption des rayonnements fl 
du sodium et du poluS-sium par falumini uro. 


4 J .23, Différence de radioactivité 

Si les particules émises par deux radioélé- 
ments sont différentes (exemple b’ *t p + ) une 
séparation peut être réalisée par un champ 
magné l i 4 ut. 


4.1*3, EXEMPLE 
DE DOSAGE 
PAR ACTIVATION 

On peut décrire une méthode de dosage de 
l'oxygène. L échantillon à doser est mélangé à 
du carbonate de lithium (Li,C0 3 ). Sous 
irradiation de neutrons, le lithium est 
transformé en tritium selon la réaction ; 

a Li + n -> a + JH. 

Les noyaux de tritium, formés avec une 
grande énergie cinétique, réagissent avec 
l’oxygène selon la réaction : 

,é O + JH - n + sa F, 

Le fluor IH F a une période T = 112 min; là 
mesure de son activité est donc facile et Le 
dosage de l’oxygène par cette méthode a une. 
grande sensibilité (10 ? gj. 
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4.2, MÉTHODE 

DES TRACEURS 

Cette technique utilise un isotope radioactif, 
pour suivre Se comportement chimique ou biolo- 
gique d'une molécule ou d’un atome, ou pour le 
doser. Elle présente l'intérêt de ne pas dépendre 
directement d’un appareil d'irradiation (pile ou 
accélérateur)!. Un radioélément de période suffi’ 
samment longue peut être utilisé dans tout labo- 
ratoire disposant d'une installation de comptage. 


Considérons un exemple précis : te dosait du 
baryum contenu dans une solution- ïl faut 
disposer d'une solution, de concentration 
connue, de baryum radioactif. On réalise alors 
les opérations suivantes (fig. 21) : 

— dans les deux récipients, on introduit la 
même masse, m t , , de baryum radioactif d’activité 

Ûg > 

— dans le récipient (2), on ajoute la solution 
à doser flO cm 3 , par exemple), contenant une 
masse, rrr, de baryum ; 


4.11. ANALYSE 

RA DÏOM ÉTRIQUÉ 

La première méthode employée consiste à 
utiliser, au lieu d’un réactif chimique ordinaire, 
un réactif radioactif- On peut donner quelques 
exemples r 

— dosage du baryum,. Dans les méthodes 
classiques, l'acide sulfurique, ajouté, précipite le 
sulfate de baryum que l’on pèse. La méthode 
radiométrique consiste à introduire de l'acide 
sulfurique marqué par du soufre i3 S, La pesée 
est alors remplacée par la mesure de la 
radioactivité du précipité de sulfate de baryum; 

— dosage du magnésium, par précipitation du 
phosphate ammomaco-magnésien manqué par 
du phosphore J: P; 

— dosage 4e l'argent* par précipitation de 
fiodure d'argent Agi marqué par 131 1. 

Quelqucs radioéléments, à période longue, 
tels que t4 C, - 3 î\ Î2 P S “CL 131 L etc., suffisent 
pour marquer les réactifs utilisés dans un grand 
nombre de dosages classiques. 


4.2.2. DILUTION 
ISOTOPIQUE 

Cette méthode permet de doser un élément, 
dans une solution, à condition de pouvoir 
l'isoler, sous forme pure (un précipité, par 
exemple), même avec un rendement, i, inférieur 
à 1, 


(1) 


f 2 1 


m 0 


rn 0 + m 


Kg. ïl Dilution («topique, 


— on traite alors les deux solutions dans les 
mimes conditions. On obtient, dans les deux 
cas, une masse de précipité de sel de baryum, m, 
dont l'activité est a : 


m 



( 2 ) 


W 


La connaissance de ces quatre nombres et 
celle de m D permettent de calculer m. Le 
rendement de précipitation, k, est le même dans 
les deux cas. Il affecte à la fois l'isotope 
radioactif et l'isotope non radioactif ; 

m, » fefïWgî; m f = fcl'sig + m). 

Le rendement k affecte donc, de la même 
façon, l'activité de la solution (proportionnelle à 
Dtwc, tes activités massiques ne $&nt pus 
modifiées par ta précipitation. On peut alors les 
calculer, avant et après cette opération ; 


avant ; 

a f 

= fl ; 

a' - - a ° 

“ L 


+ m 

âp/'tis ; 

< 

- 11. 

m, h 

. fl 3 

a t ~ ~ 
m 2 
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De ecs deux relations. an lire : 


ou : 


donc : 


= (rrr 0 + 


~ a?) 

m = — — — — 



Remarquer : 

Si la dilution est importa 


CS! [LL r g]]£ELible 


nte. I — 

V«tz 

devant [— h par suite: #1 - mJ — I, 

V m ï ai/ 

£n «rus opposé. il es* possible de doser une faible 


quanti iè de substance marquée, en lui ajoutant une 
quantité connue de la mente substance, mais inactive, 
C'est la diJufj'oFi rsprupigm 1 int'ersé, 


et le valante plasmatique, selon le marqueur 
utilisé ; 

* hématies marquées au 4, Cr ou '”Tc; 

» albumine marquée à JJL I ou IJ5 ï. 

— Étude de t'êrytkropoïèse par le îg Fe. Le 
renouvellement du ter dans l’organisme est 
avant tout destiné à la synthèse de l'hémoglobi- 
ne. L'injection de ÿ9 Fe lié à la sidèrophiline 
permet donc de mesurer l’activité érylhropoïéti- 
que efficace en suivant sa vitesse de disparition 
hors du plasma. 

- Mesure de la durée de vie des globules 
rouges après marquage m vitro par |E Cr. 

- Mesure du taux é’ubs&rpiion de la vitaminé 

&L2 ■ 

— Mesure de la durée de vie des plaquettes 
marquées au SL Cr. 


42.5. UTILISATION 
EN RECHERCHE 


42-3. RADIOIMMUNOLOGIE 

(cf. chap. IV, 5) 

Celle technique utilise Ea compétition entre un 
antigène marqué et urt antigène non marqué, 
pour la réaction de formation d'un complexe 
avec l’anticorps correspondant, 


42.4. APPLICATIONS 

EN HÉMATOLOGIE 

Les explorations isotopiques ne sont pas 
beaucoup développées en hématologie. Les 
principales applications sont les suivantes : 

— détermination de la musse sanguine. La 
méthode repose sur le principe de la dilution 
d'un traceur isotopique qui diffuse de façon 
homogène dans le volume sanguin. Elle permet 
de mesurer directement le volume érythrocytaire 


I .'utilisât ion fond a me ni ale de traceurs est 9a 
recherche du métabolisme d’une substance, tant 
au point de vue de son métabolisme normal que 
pathologique. Ï1 faut donc remplacer une 
molécule ordinaire par une molécule marquée, 
La substance marquée est administrée à une 
série d'animaux, à une dose bien précise; il suffit 
ensuite de prélever des échantillons des 
différents tissus intéressants ou d'étudier la 
radioactivité directement en différents points de 
l'organisme. 

L’exemple le plus classique est l'utilisation de 
l'iode comme marqueur de molécules. Parmi les 
2\ isotopes radioactifs de l’iode, l’iode Èlî ï 
présente les caractéristiques physiques, les mieux 
adaptées à l'exploration in uruo : sa période est 
de 1 3,3 h, voisine de la période biologique de 
nombreux phénomènes; il n’est pas émetteur 
p"; son rayonnement y a une énergie de 
159 keV, favorable à la pénétration, cl donc à la 
détection externe. 
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On l'utilise pour L'exploration thyroïdienne et 
3e marquage de molécules d'intérêt physiologi- 
que ; quelques cas de marquage simple peuvent 
se présenter : 

- si la molécule possède déjà m atome 
d'iode, cm utilise rechange isotopique (cf. 111,4, 
4.3.2); 

- le radioélément se substitue à un atome ou 
un groupement d’atomes appartenant â la 
molécule à marquer (substitution d'un H par un 
atome d’iode); 

- le radioélément est fixé par addition, ou 
complexation (par exemple addition d'iode à 
l'acide oléique ou à une protéine). 

On peut décrire l’obtention d’iode ia> l, â litre 
d’exemple, par une méthode indirecte. Une cible 
diode naturel est soumise à un flux de protons 
(60 MeV), obtenu par un cyclotron de haute 
énergie. IL se produit la réaction nucléaire ; 

,ÏT % 5a) lI1 Xe — 12 H. 

i r ] bi 

Après irradiation* la riblfccst rail dissoute, soit 
chauffée et le xénon libéré est entraîné par 
balayage d’hélium- Puis, après passage sur un 
piège, à — 76 *C, les iodes formés sont piégés cl 
recueillis dans une ampoule maintenue à basse 
température. Après quelques temps (7 h) le der- 
nier piège est lavé avec du sérum physiologique 
qui dissout aïJ Ij, 


4.3. LIMITES 

DE LA TECHNIQUE 

Les applications, des traceurs sont basées sur le 
fait que les propriétés chimiques d’un atome 
sont indépendantes de la masse de celui-ci. Ceci 
n’est qu’une première approximation et la 
composition isoiopique d'un élément influe 
souvent sur les propriétés physiques ou 
classiques ; c'est Fejffet isotopique. 

En outre, l’étude chimique des substances 
radioactives porte souvent sur des quantités de 


matière très faibles dont l’activité doit être 
limitée par : 

— les dangers physiologiques des radiations, 

- le rayonnement lui-même, qui produit des 
effets chimiques de décomposition : c’est la 
radiolyse, 

Une conséquence est que, sur des quantités 
faibles de substance, les effets d'absorption sur 
les parois, sur les phases solides, deviennent 
importants. 


43. I. EFFETS ISQIO PIQUES 

C'est l'étude de [Influence de la composition 
isotopique d'un élément sur ses propriétés 
physiques ou chimiques. 

Une variation de composition isotopique d'un 
élément modifie, pour une molécule dans 
laquelle il se trouve : 

- sa masse molaire (analyse isotopique au 
spectrographe de masse); 

- les fréquences de vibrations (spectre 
infrarouge diffèrent]; 

- les chaleurs massiques, les températures 
d'ébullition, etc. 

Exemple : 

DjO; TF = 11 *C; T Eb = 161,4 *C. 

La présence d'isotope, peut modifier la cinéti- 
que des réactions ou les proportions des di (1è- 
re ntes espèces â l'équilibre (effet thermodyna- 
mi que). Les constantes de vitesse sont d'autant 
plus différentes que la variation relative de 
masse atomique est plus élevée. 


Exemples : 


\H fH ?H 

if] 

- 1 * m 

- IS 



JC “C 1 JC 

^ = 0.4$ 

k J4 

; J * - 0,96. 


1 


Ces effets 

peuvent devenir importants. 
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essentiel leme nt pour les alomcs légers ; par 
exemple* l'eau lourde ^HjO) est un toxique 
pour la plupart des organismes vivants* 

432, ÉCHANGES 
ISOTOPIQUES 

C’est un phénomène im ponant, qui intervient 
lorsque deux molécules contenant le meme 
élément se trouvent en présence l’une de L’autre l 
elles échangent entre elle l'élément commun, 
Cet échange chimique ne peut pas être mis en 
évidence en absence d'isotope radioactif, te 
phénomène est lié de façon étroite à celui des 
effets isoiopiques, On peut en donner un 
exemple* 

Introduisons dans de l'alcool éthylique de 
l’iodure de méthyle 1CH, , ordinaire* avec de 
Tiodure de sodium Na t radioactif ( m I), 
Lorsqu’on isole l’iodure de méthyle, au bout 
d'un certain temps* on constate qu’il est devenu 
radioactif, fl a donc échangé «tes atomes d’iode 
avec riodure de sodium. Cet échange se traduit 
par l’équation : 

1CH* + Na 11S I j* l 31 ICH 3 + Nat. 

L'échange isotopique peut se produire de 
différentes façons : 

- échange d'un électron, Deux type* d’ions 
d'un métal M sont placés en solution. 
Supposons que les ions M 2 ’ soient radioactifs. 
Par échange d'un électron, les ions M s * peuvent 
le devenir, par la réaction : 

hf î + B + <?" *± M >+ *. 


L’échange d’électrons est, en général* très 
rapide; on obtient rapidement une proportion 
d’atomes radioactifs identique pour les deux 
types de cations; 

- échange d'un atome . Voici quelques 

exemples ; 

HCQOH + DjO vê. HCOOD + H DO 
(c'est la liaison acide qui est échangée), 

*10; + \~ et *r + 10; 

H a O + HD^ «± HDO + H îiM 

*NH jpi + NH*% t ± *NH«% + NH Jpi 

(la phase gueuse, en général, s’enrichit en 

l'isotope le plus léger). 


43J, RAÜIOLYSE 

C'est un phénomène de rupture de liaison 
chimique d’un atome dû au recul du noyau 
radioactif. Après rupture* les atomes produits 
sont capables d’existence dans un état chimique 
stable diffèrent 

Une molécule organique contenant des halo- 
gènes radioactifs peut libérer des ions 
halogénures *ICH, -► *1", 

Le permanganate de potassium KMn0 4 
libère du dioxyde de manganèse 
Toutes ces réactions de rupture peu vent donc 
intervenir au niveau d'un traceur, s’il est utilisé 
avec une activité spécifique élevée. Inversement, 
ce phénomène permet d’obtenir des noyaux 
radioactifs de grande activité et de les séparer. 
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IV 

MÉTHODES D'ANALYSE IMMUNOLOGIQUE 


L'évolution de l'analyse immunologique est 
telle qu'il nous s paru indispensable d’introduire 
cette technique dans un ouvrage consacré à 
l'analyse biochimique. 

La réaction antigène-anticorps était, et est 
toujours, utilisée pour le diagnostic immunolo- 
gique : réactions de précipitation (précipitation 
en milieu liquide, en milieu gélifié), immunoélec- 
trophorèse (cf, tome I, chap. II, 11.4), réactions 
d’agglutination, de fueatson du complément, de 
neutralisation,, d’ immunofluorescence, Maïs 
certaines de ces méthodes ont été transposées à 
l’analyse semi -quantitative et quantitative : 
immunodiffusion radiale, immunofluorescence. 


1. Généralités 

1.1. ANTIGÈNES ET ANTICORPS 

On appelle antigène toute substance qui, 
introduite dans un organisme, provoque 
i'èiübûraiton d'anticorps et qui est capable de 
fèagir spécifiquement avec eux. 

Un antigène complet est immunogène. 

Les haptènes sont des antigènes incomplets ; 
s'ils sont capables de se combiner spécifique- 
ment à un anticorps, ils nç peuvent en déclen- 
cher l'élaboration. Ce sont généralement de 
petites molécules ; elles induisent b synthèse 
d’anticorps seulement, lorsqu’elles sont cou- 
plées à une protéine. 

Un haptène, antigène incomplet, n’est pas 
immunogène. 

On trouve parmi les substances antigèni- 
ques, les protéines, certains polyosides, des 
complexes lipoprûléiques et glycoprotéiques. 


de plus l'extrême spécificité de la réaction 
aniigére-anlieorps, a permis la mise, au point de 
méthodes de dosage, la radioimmunologie et 
l 'immtmaenz yrmlogie* 

On peut signaler enfin, les méthodes 
inirflünobioehimiques dé dosage de certaines 
protéines spécifiques du sérum basées sur une 
immunoprécipitation et une lecture du trouble 
causé par m précipité au néphélomètre à laser. 

Nous n'envisagerons dans le cadre de cet 
ouvrage que les applications de l’analyse 
immunologique aux dosages et renvoyons vers 
le? ouvrages spécialisés pouf l’analyse immuno- 
logique classique. 


Il est classique d’admettre qu’une substance 
est d'autant plus antigènique qu'elle a une 
masse moléculaire élevée. On fixe souvent à 
5 OÜU-IÜ Ü0t> Da la limite inférieure de la masse 
moléculaire d'une substance immunogène ; 
ainsi les protamincs, polypeptides dont la 
masse moléculaire varie de 3 000 a 6 000 Da ne 
sont pas antigèniques. 

Mais celte règle souffre des exceptions, ainsi 
la gélatine de masse moléculaire 80 000 Da est 
très faiblement immunogène, si bien que très 
longtemps on a pensé qu'elle était dépourvue 
de propriétés antigèniques, alors que l’ovalbu- 
mint de masse moléculaire 42 000 Da est un 
puissant antigène. Les antigènes peuvent être 
libres, c’est-à-dire dispersés dans un solvant 
aqueux ou figurés, donc liés à des cellules. 
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Les anticorps ou inwmnogfafrulines sont des 
glycoprotéines élaborées par l’organisme à la 
suite de ] ‘introduction d'un antigène étranger 
et capable de réagir spécifiquement avec lus. 

On appelle épitope ou déterminant anlipw- 
qut là parcelle de la surface de l'antigène qui 
se lie au site de fixation et de reconnaissance 
de L'anticops : Le p&rakipv 


1.2. LES ANTICORPS 

Traitée par le (£ mereapsoètlianol [agent 
chimique réduisant les ponts disulfure), une 
immunoglobuline G (IgG) «c scinde en quatre 
chaînes ; 

- deux de masse moléculaire SI 000 Da 
chacune, on les appelle chaînes lourdes H 
(heyvy) : 

- Jeux de massé moléculaire 22 QGÜ Da 
chacune, on les appelle chaînes légères L 
flighi). 


1.2.1. STRUCTURE 

DES I MMUNO G LO RU LI N ES 

Toutes les Immunoglobulines ont la même 
structure de base, elles sont formées de deux 
chaînes polypeptidiques lourdes (H) et de 
deux chaînes légères (L) associées par des 
ponts disulfure (fi g. 1), 

Les chaînes L sont constituées de deux 
domaines: un domaine variable VL et un 
domaine constant CL, 

Les chaînes H Sont généralement constituées 
de quatre domaines : un domaine variable VH 
cl trois domaines constants CH>. CH : et CH, 
Certaine* chaînes H sont constituées de cinq 
domaines: un domaine variable VH et quatre 
domaines constants. 

Traitée par la papaïne, enzyme protéolyti- 
que., dans des conditions définies et contrôlées, 
une immunoglobuline est coupée en trois frag- 



tlori.nnn-r. . n r i^bh- r . 



l-.fr. Les domaines, les fragments FAB et FC. 

Fig- I Structure de base d'une Immunoglobuline. 


ments : deux fragments FAB (Fragment Anti- 
gen Binding) et un fragment FC (Fragment 
Crystallizablc). Cette scission résulte de la 
coupure des deux chaînes H au niveau des 
charnières (Fig, Èfr), 
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1,2*2+ LUS DIFFERENTES 

CLASSES D’ANTICORPS 

Trois classes principales d'immunoglobulines 
ont tic décrues : les IgG, les IgM et les IgA, 
.ainsi que deux classes secondaires : les IgD et 
les IgE. 

Il existe cinq types de chaînes lourdes H, 
définissant Cinq classes d'immunoglobulines : 
les châities y correspondent aux IgG, les 
chaînes y* aux IgM, les chaînes * aux IgA, les 
chaînes e aux IgE et les chaînes & aux IgD. 

Ji existé également deux types de chaînes 
légères L : kl (kappa.) el X (lambda) que Ton. 
trouve indifféremment dans les cinq classes 
pri ncipa les d 'immunoglobulines. 

A titre d’exempte. Sa formule générale d'une 
IgG s'écrira : "j^L-i ce qui correspond aux deux 
possibilités : -ÿ : K : ou -yjXj. 

1.2 ,t.l Les IgG 

Les IgG sont, des glycoprotéines de masse 
moléculaire 146 000 à 170 000 Dû de constante 
de sédimentation 7 S, constituées de deux 
chaînes y et de deux chaînes courtes (k ou X), 

II existe quatre sous-classes d'IgG : IgG- 
(-ïïLî), IgGj (t!L 2 ) ? IgG 3 ( 7 ]L 3 ) et IgG, 

(7f?Lj). 


Cheîn* litjif# 

J 

i 



Une IgG comporte une vingtaine de ponts 
disulfure (te nombre varie selon la sous-ciasse 
d lgG> (fi g. 2). 

Les IgG sont distribuées pour moitié dans 
les fluides intravasculaires (sang et lymphe 
circulante) et pour moitié dans des fluides 
cxtravasculaircs (lymphe non circulante, 
liquide Céphalorachidien, etc ). Les IgG repré- 
sentent 70 à 90 p. 100 des immunoglobulines 
d’un sujet adulte. Leur rôle est fondamental 
dans les défenses de l'organisme contre !' infec- 
tion ou les agressions toxiques, 

1.2. 1.2. Les IgM 

Ce sont les premières immunoglobulines 
synthétisées au cours d'une réponse immuns- 
taire. 

Les IgM sont appelées macrogfobutines. Ce 
sont des immunoglobulines de masse molécu- 
laire 90 ÛOÛ Da constituées de 5 sous-unités» 
soit IC chaînes lourdes p. el 10 chaînes légères 
K ou X, 

Les chaînes p ont un domaine CH supplé- 
mentaire. 

Les macroglobulînea représentent 3 à 10 
p, I0Û des immunoglobulines d'un adulte. Elles 
témoignent d’un contact récent avec l’antigène, 
car» très vite élaborées» elles sont vile détruites 
(durée de demi-vie : 5 jours) (flg. 3). 



Fig, 3 Structure schématique d’uné IgM. 
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1.11.3. Les IgA 

Les IgA sont des immunoglobulines retrou- 
vées dans le sérum (IgA sériques) et dans les 
sécrétion s externes : sécrétions muqueuses, 
salive, larmes, sueur, colostrum (IgA sécrétoi- 
res). 

Les IgA sériques ont une structure voisine 
dé celle des IgG ; les chaînes lourdes e ont une 
masse moléculaire de 56 000 Da, l'ensemble 
û£ 2 L 2 a une masse moléculaire de 160 000 Da et 
une constante de sédimentation de 7 S, 

I ! existe deux sous-classes d'IgA : IgA a et 
IgA, (fig. 4). 


Chaîna 




Fig. 4 Structure des IgA sériques, a) l|A t . h) IgAj. 

Le* IgA sécrétoires sont des dimères, deux 
IgA sont associés par une pièce sécrétoire ? 
glycoprotéine de masse moléculaire égale à 
70 ÔÛÜ Da et par une chaîne peptidique j 
semblable à celle qui existe dans les IgM 
Ifig. SL 



Les IgA sécrétoires représentent de 5 à 25 
P- I0Ü des immunoglobulines cher un adulte; 
elles jouent Un rôle dans la défense des 


muqueuses. La fonction biologique des IgA 
sériques est peu connue. 

1,11.4. Us IgD 

Les. IgD, constituées de deux chaînes 6 
(masse moléculaire 70 000 Da) et deux chaînes 
légères, ont me masse moléculaire de 
ISO 000 Da et une constante de sédimentation 
égale à 7 S. 

Ces immunoglobulines sont retrouvées dans 
le sérum à une très faible concentration, oo les 
trouve également liées à la surface des lympho- 
cytes B, sans que leur rôle soit parfaitement 
connu. 

1.2, 1.5. Les IgE 

Les IgE sont formées de deux chaînes lour- 
des c (masse moléculaire 75 000 Da et passé- 
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dant un domaine CH supplémentaire) et deux 
chaînes légères ; leur masse moléculaire est 
égale à 200 000 D* et leur constante de sédi- 
mentation est égale à fi S (fig. 6). 

Leur concentration est très faible dans le 
sérum, on les trouve liées aux membranes des 
mastocytes et des polynucléaires basophiles. 

La stimulation des IgE liés aux mastocytes 
provoque une dégr an ulation de ces cellules 
avec libération brutale d'histamine. Le choc 
anaphylactique agit au niveau vasculaire en 
induisant uns brusque hypotension. 

Le rôle essentiel des IgE consiste en une 
protection contre les parasites de l'homme, 
principalement Ses vers parasitaires, 


L2.3, ANTICORPS POLYCLONAUX, 
ANTICORPS MONOCLONAUX 

Lorsqu'un animal est immunisé par un anti- 
gène X, l'anticorps antLX est formé par 
l’ensemble d’une grande diversité dtmmuno- 
gjobulines, on parle alors d'anticorps polyclo- 
nal. 

L'antigène X comporte généralement de 
nombreux épitopes ; si l'on prend comme 
exemple une protéine, chaque épitope est 
représenté par une portion de surface détermi- 
née par une di 2 aine d’acides aminés. Chacun 
des déterminants antigèniques possède la 
potentialité d’activer une cellule productrice 
d’anticorps qui formera un clone. 

La réponse à ] 'immunisation par un antigène 
X est donc l'élaboration de plusieurs immuno- 
globulines produites par une variété de cellules 
productrices d'anticorps. 

Un antieorp^ iMitodoxaL est représenté par 
une population homogène d’immunoglobuli- 
nes, dérivant toutes d’une cellule productrice 
d’anticorps ; toutes ces molécules Sont identi- 
ques et spécifiques d'un épitope donné. 

La production d’anticorps monoclonaux est 
réalisé par des hybridomes ( KdhLcr et MiJstcm) 


Obtenus par la fusion d’un lymphocyte B de 
souris (en réalité, on utilise des leucocytes 
spléniques) producteur d’anticorps et d’une 
cellule cancéreuse, cellule de myélome de 
souris. 

Les lymphocytes 1 producteurs d'anticorps 
ne cultivent pas sur milieu synthétique, les 
cellules myélomateuses cultivent. L'hybridome 
réalisé possède b propriété de produire un 
anticorps et de cultiver sur milieu synthétique. 

On mélange des cellules spléniques de souris 
immunisée contre l'antigène X et des cellules 
de myélome de souris, 

La fusion est obtenue par le polyéthylène 
glycol (PEG), Ses noyaux fusionnent et l'hybri- 
dome ainsi obtenu possède la faculté de fabri- 
quer une immunoglobuline ainsi que l’immor- 
talité de la cellule cancéreuse. 

Il est nécessaire de sélectionner les hybrido- 
mes après la fusion ; on opère par culture sur 
milieu sélectif, À cet effet, on utilise des 
cellules myélomateuses mutantes HPRT~ 
(hypoxanthine phosphoribosyl transféra®-), 
ces cellules, Incapables d'utiliser 
l’hypoxanthine ne peuvent cultiver en présence 
d'aminoptérine qui inhibe l' utilisation des puri- 
ncs intrinsèques. 

Sachant que les lymphocytes Eh bien que 
HPRT + ne cultivent pas non plus,, seuls culti- 
veront les hybridomes obtenus par fusion 
entre un lymphocyte R HPRT’ et une cellule 
de myélome HFRT = . Le milieu sélectif utilisé 
est le milieu HAT (hypoxanthine, aminopté- 
rine,, thymidine), l'aminoptérine est l’agent 
sélectif, l'hypoxanthine cl la thymidine servent 
de sources de pu ri nés. 

La demiert étape est le clonage des hybrido- 
mes sécrétant une immunoglobuline spécifique 
d'un antigène donné ffig. 7). 

La production d'anticorps monoclonal 
(ACM) est obtenue en injectant l’hybridome 
dans le péritoine d’une souris, l’ÀCM est 
purifié à partir du liquide d'ascite recueilli. 

On s’oriente maintenant vers une culture in 
vitro. 
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1.3. LA RÉACTION 

ANTIGÈNE-ANTICORPS 

L’association, antigcnc-aniicorps est un phé- 
nomène spécifique : les molécules, après ren- 
contre. établissent des liaisons non cuvutemea 
ei non spécifiques, La spécificité est donc le 
seul fait dé l'étroite complémentarité de struc- 
turé des sites réactifs de l'antigène et de 
l'anticorps. 

Les meilleurs anticorps sont ceux qui ont la 
plus grande complémentarité avec ]' antigene. 
Un anticorps peut néanmoins établir des liai- 
sons avec deux épitopes dissemblables mais 
ayant cependant des parentés de structure 
ifig. KL 


EFISTOPE 1 ËPüïQl’E 2 



11g. 8 Interactions entre un anticorps et deux 
détenu i na nls antigèniques. 


La réaction antigène- anti corps sc manifeste 
par ; 

- une prêt ipiitn ion r dans le cas d’un anti- 
gène soluble, 

- une agghitfnanan, si l'antigène est particu- 
laire, 

- une tyse r pour certaines cellules ; héma- 
ties ou bactéries en présence de complément- 

Une réaction hoptène-anrihapiène peut être 
non précipitante, elle doit alors être mise en 
évidence autrement. 


1 J,L LE MÉCANISME 
DE LA RÉACTION 
ANTIGÈNE-ANTICORPS 

La formation d’un complexe antigène- 
anticorps peut être tusirnilàc à un équilibre 
chimique : 

Ag + Àc r± Ag— Ac, 

( Ag - Ac) 

Ktq = 

(ÀgftÀc) 

Cette réaction, simplifiée, ne tient pas compte 
des différents sites de fixations de lantigcnc et de 
lanticorps. 

La constante d'équilibre Kcq. représente la 
constante d'affinité de l'anticorps pour 
l’antigène. Cette constante peut être déterminée 
par une dialyse à l’équilibre et la représentation 
de Scalçhard dans le CAA d’un haptène (celte 
technique sortant du cadre de cet ouvrage, nous 
renvoyons les lecteurs intéressés vers des 

ouvrages spécialisés en immunologie générale 
ou enzyrmoiogie). La constante Keq dépend 
pour un couple antigene-anticorps : 

— du pH {qui modifie l’étal ionique des 
groupements dissociables de f antigène et de 
l’anticorps); 

— de la température; 

— de la force ionique du milieu. 

Les liaisons qui assurent l’association entre 
l'antigene et l’anticorps son! des liaisons 
secondaires, faibles (ce qui explique la 
réversibilité de la réaction). Ce sont des liaisons : 

— ioniques : ion -ton ; 

— hydrogène ; dipôle-ion; ou dipolc-dipolc ; 

— de Van der Watls ; entre dipoles non 
permanents ; 

— hydrophobes. 

On explique les réactions de précipitation ou 
d'agglutination par l’existence d’un réseau 
cohérent ; les anticorps généralement bivalents 
et les antigènes polyvalents se groupent en un 
édifice réticulé (fig. 9). 
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Fig. 9 Représentation schématique d’un réseau 
antigène-anticorps. 


Les anticorps bloquants sont ceux qui 
empêchent la formation du réseau, ils sont soit 
uni valent s, soit trop petits. 

L'insolubilité -do complexe antigène-anïicorps 
est expliquée, d'une part par les dimensions du 
réseau et d'autre part par la loi de l'occlusion 
{les fonctions qui assuraient là solubilité de 
l'antigène et l’anticorps sont masquées par la 
formation du complexe), 

Si les antigènes et anticorps sont solubles, cela 
est dû au fait que ces macro molécules 
établissent des liaisons électrostatiques! avec 
leau solvant. 

La formation du complexe antigène-anticorps, 
masque certains des groupements polaires des 
deux partenaires, les molécules désolvatén 
précipitent. 


1A2. LES PROPORTIONS 

ANTIGfNE-ÀNTICORPS 

La steeehioméîrié dé la réaction antigène- 
anticorps joue un fêle important dans la 
formation du réseau. Un excès d'antigène ou un 
excès, d'anticorps empêche la formation de 
l'anticorps. 

Envisageons à titre d'exemple le cas théorique 
d’un antigène «l d'un anticorps divalente. Le 


rapport soBchiomêtrique 
(fig. lÛfï, h r cl 


(H) 

(Ac) 


est égal â 1 
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Fig, 10 Relation entre Les rapports (Ag)/(Ac) et la 
fondation du réseau, #) Rapport irtarchiométriqiae 
d’équivalence : formation d'un réseau, ft) Excès 
d’anticorps : pas de réseau, <■) Excès d'antigène : 
pas de réseau. 


La courbe de la figure il représente les 
variations de la quantité dé précipité, en 
fonction du rapport antigène-anticorps 



fi®. 11 Courbe tk- variation de la quantité de 
précipité en fonction do rapport Ag/AC- 
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Ces lignes peuvent Être observées à la loupe 
Éclairante, OU photographiées, ou colorées, après 
lavage des protéines non précipitées é Tenu 
physiologique. Cette technique est semi- 
quart hativc. En effet on peut comparer 
l'épaisseur et la position de 3» Ligne de 
précipitation obtenue, dans des conditions 
expérimentales absolument identiques avec 
l’a ni igfcne échantillon et avec un antigène étalon. 
Un arc épais et plus éloigné du puits de 
rantigène indique que la concentration de ce 
dernier est augmentée (ef. fig. 12) et inverse- 
ment. 



Fl|. 13 Interprétation qualitative de la technique 
d'Ouchrcriony. a) La parfaite coalescence des deux 
lignes Ludique: l'identité immunologique des deux 
antigènes, é) Les lignes de prèci pi talion se croisent, II. 
n’y a aucune parenté immunologique entre les deux 
antigène, il Un éperon indique des antigènes 
partiellement identiques. 


2,3, IMMUNODIFFUSION 
RADIALE 

Le dosage par Immunodiffusion radiale est 
surtout appliqué aux protéines sériques 
humaines. Il est basé sur la d illusion et 
L'immunoprécipitation en gel d’agar tamponné. 
Le gel d'agar, contenant un anticorps spécifique 
dans sa masse est coulé, dans des conditions 
opératoires bien précises sur une Lame de verre. 

Des puits sont découpés ; dans Van on 
introduit un volume constant du sérum analyse, 
dans l'aulne un sérum étalon, titré en antigène. 

Au cours de la diffusion, rantigène forme, 
avec l'anticorps correspondant, tin anneau de 
précipitai Ion dont le diamètre varie avec la 
concentrât toit (fl g. 14). 



Fig. 14 Le Logarithme de la concentration de 
t'anligièiie est proportionnel au diamètre de l'anneau 
de prêdpiiatïon. 
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3. L'immunofluorescence 

L’i mmu Ïlû-ll II orescence est une technique 
permettant de visualiser par fluorescence un 
complexe antigène partie ulaire-anlicorps, Ses 
applications sont multiples en virologie, 
bactériologie et parasitologie. 

Il existe maintenant des méthodes de dosage, 
basées sur le principe de l'immunofluorescence, 
permettant ta détermination de certaines 
immunoglobulines anti parasita ires (toxoplas- 
me par exemple). 

3.1. PRINCIPE GÉNÉRAL DE 
L’IMMUNOFLUORESCENCE 

L'immunofluorescence consiste a visualiser un 
complexe antigene-anticorps à laide d’une 
immunoglobuline rendue fluorescente à laide 
d’un fluorochrome colorant fluorescent, comme 
l'isothiocyanatc de fluorescéine» qui se fixe sur 
l’immunoglobuline sans en modifier les 
caractères immunologiques. 

On parlera d'immvmfiuvres,cence directe 
lorsque l'antigène, incubé avec l’anticorps 
fluorescent, forme un complexe antigene- 
anticorps fluorescent (fig. 15). 





riuàrÉSÆÉM ® 1lM0f*«ihl 


i 

FEg. 15 Immununnorescenee directe. 

On parlera d s ïmmumfiuùre$ce»t;e indirecte 
lorsque l’amicorps fluorescent n'est pas 
spécifique de l 'antigène mais d'une immunoglo- 
buline anti-antigène (ftg. ](d- 
Ainsi utilise-t-on des anticorps lapin (ou 
chèvre) fluorescents spécifiques des IgG ou IgM 
humaines. 



âëza*àj 

t 

a 

h 

Ki 

*4 

il 1 4 1 mijjfj 

1 

+ Of[ 

L HpÆ 

( i . 



CLK»pl*it I-i-t - j -j T 

1 ■ 1 1 1 | |il I h 

,fe t 

At i; r:i! «qui 

C>npl|i| 


npn flLkjjf urnl 

S* Ae 'Uij' 

I A: ùmi-j4 
i««c r :e ,4'i 

1iu6r»Iîiffi 


Fig, 16 Immunofluorescence indirecte. 


Le principe physique de cette visualisation est 
celui de la fluorescence. Un microscope pour 
examens en fluorescence comporte outre 
l’optique classique d'un microscope pour fond 
clair : 

— une source, lampe à vapeur de mercure ou 
lampe à halogène; 

— un filtre d’excitation, qui sélectionne la 
radiation d'excitation; 

— un filtre d’arrêt, qui sélectionne la lumière 
réémise. 

On distingue, les microscopes pour ép|Bûr#i- 
cettce lorsque la préparation est excitée par un 
rayonnement réfléchi, des microscopes avec exci- 
tation en iumière transmise, 

Les microscopes pour èpifluorescence ffig. 17) 
sont plus utilisés que ceux pour excitation par 
lumière transmise, les pertes d'énergie lumineuse 
sont plus faibles et leur utilisation ne nécessite pas 
de chambre noire. Le faisceau émis par la source 
est focalisé et centré, est réfléchi sur la prépara- 
tion par une lame dichmtque fie rayonnement 
d'excitation traverse l'objectif, ce qui oblige le 
constructeur à monter un objectif ayant une 
excellente transmission dans lef proche LfV) et 
excite la préparation, La lumière fluorescêe tra- 
verse la lame dichroïque et l'objet fluorescent est 
observé dans l'oculaire. 

Les microscopes pour fluorescence pur trans- 
mission {fig. I&) éclairent la préparation par 
un faisceau de lumière monochromatique 
transmis. L'objet fluorescent est observé dans 
l'oculaire, après que la lumière émise a tra- 
versé un filtre d’arrêt. 
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3.2. PRINCIPE SOMMAIRE 
DU TITRAGE 
DES IgG ET IgM 
ANTITOXOPLASMIOUES 
DANS UN SÉRUM HUMAIN 


On met en présence l'antigène toxoplasmique 
et le sérum à tester. On lave tes préparations, 
puis on révèle les anticorps fixés sur l’antigène 
par un sérum aniiglobulirte (anti IgM ou ami 
IgG) marqué à la fluorescéine. Les. préparations 
sont colorées au bleu Évarts, afin de faciliter la 
lecture Ce colorant masque Paul ofl uoresée ncc 
des toxoplasmes et des éléments cellulaires en 
leur conférant une fluorescence rouge sombre. 
Seuls les toxoplasmes présentant une fluorescen- 
ce jaune-vert indiquent une réaction positive 
(fig. 19a et 19M- 


17 Schéma d’un microscope pour Épifluores- 
œn« . Le condenseur et l'éclairage incorpore ne sont 
utilisés que pour l'observation en transmission. 


Ütul-Î ■ * 



Fîg, lût Schéma d’un microscope pour fluorescence 
par transmission. 


FipfhÉ :*n’rùi* 
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Fig, l Lecture des IF de toxoplasmes, a) Réaction 
fortement positive : le parasite présente une vive 

fluorescence jaune-vert, sans coloration rûuge. 
b) Réaction, faiblement positive : fluorescence jaune- 
vert périphérique, partie centrale rouge, e) Réaçtbn 
négative : fluorescence polaire, d) Réaction forte- 
ment négative : absence totale de fluorescence. 


Un témoin réalise avec le conjugué fluores- 
cent seul et un témoin réalisé aveu un sérum 
sans anticorps doivent être négatifs. L'étude 
quantitative du sérodiagnostic de la toxoplas- 
mose est réalisée en effectuant une série de 
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dilutions successives du sérum à analyser : 
1/20, 1/200, 1/4 [XX 1/800, ... 1/12 800. Le titre 
du sérum est donné par la plus grande dilution 
dont la réaction est positive : fluorescence 


périphérique franche du toxoplasme 
(fîg. I9è), Au préalable, il est nécessaire de 
titrer le conjugué fluorescent sur un sérum 
étalon positif. 


4, Le dosage spécifique des protéines 

par immunoprécipitation {immunonêphêlêmêtrie) 


Cet le technique immunochimique nécessite 
un matériel plus complexe que pour fimmuno 
diffusion radiale, mm elle est plus rapide et plus 
précise. 

Le dosage des protéines par immunoprécipi- 
tation est basé sur la mesure du trouble causé 
par la réaction entre f antigene à titrer et un 
anticorps correspondant, La concentration en 
anticorps étant constante, lu teneur du complexe 
Ag — Ac ne dépend que de la concentration de 
la protéine antigénique. 


La mesure du trouble est faite par néphélé- 
métrie à laser. On peut opérer en méthode 
« point final », qui consiste à mesurer l’inten- 
sité maximale du trouble ou en méthode 
hh cinétique » qui consiste à mesurer sa vitesse 
d’apparition. Cette technique est appliquée au 
dosage des immunoglobulines sériques.. Ses 
avantages sont évidents : précision, spécificité 
et rapidité ; il faut être absolument certain de 
la rigoureuse pureté de l'anticorps. 


5. Les dosages radio -immunologiques 
et enzyme-immunologiques 


Cette partie de l’immunochimie s’applique 
aux dosages d’un certain nombre de substances 
naturelles ou médicamenteuses : hormones, 
protéines, vitamines, drogues, etc. 

Le principe de ces dosages est fondé sur : 

- la réaction entre un, anticorps et deux 
antigènes identiques (ITun d’eux est marqué, 
l’autre est â doser), 

ou 

- la réaction entre un antigène et deux 
anticorps dont l’un est marqué. 


Il existe des dosages immunochimiques basés 
sur la compétition entre deux antigènes pour 
un même anticorps, avec et sans déplacement, 
il existe également des dosages immunochimie 
que* sans compétition. 

Dans la technique radio-irtimtmoiogique 
(RI A), l'antigène est marqué par un élément 
radioactif ; dans les techniques enzymo-immu- 
nologiques (EL ISA), l'antigène ou l'anticorps 
est conjugué à une enzyme qui sert de signai 
indicateur. 
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5.1* PRINCIPE DES DOSAGES 
IMMUNOCHIMIQUES PAR 
COMPÉTITION AVEC 
DÉPLACEMENT 
ET SÉPARATION 

Soit Ag ^antigène ou l 'haptène à doser, Àg* 
r&ttiigène identique marque, Ac l'anticorps, on 
réalise le premier équilibre : 

A g* + Ac ^ Ac — A g*. 

Au complexe Ac - Àg*, on ajoute une prise 
{TtSsai de l'échantillon à doser contenant 
['antigène Ag. Ce dernier déplace l'antigène 
marqué Ag* des sites anticorps : 

Àg + Ac — Ag* v" Ac — Ag + Ag*. 

La proportion, entre complexes marqué et 
non marqué, dépend des concentrations des 
deux antigènes;, si les quantités d'antigène 
marqué et d’anticorps sont fixes, elle ne 
dépendra que de la quantité d’anüpne Ag à 
doser, 

La mesure du déplacement de l'équilibre 
nécessite la séparation des antigènes- libres et 
complexés. 

De nombreuses méthodes ont été étudiées, 
l’une d'entre elles semble, par sa simplicité, 
l'emporter : c’est la méthode qui consiste à fixer 
l’anticorps sur un solide ; granules de Sephadcx 
ou de poly&crylamide, par»; du luise de la 
réaction, billes de terre. 

5,1,1. ÉTUDE DU DÉPLACEMENT 
DE L'ANTIGÈNE 
MARQUÉ Ag* 

PAR V ANTIGÈNE 
A DOSER Àg 


On supposera que l'antigène marqué et 
l'anticorps sont en concentrations fixes, 
l’addition de quantités croissantes d'antigène 
non marqué entraîne la baisse du taux en Ag* 
lié à l’anticorps. Si Ton représente la variation 



Fig. 20 Courbe d'étalonnage d'un dosage d'insu- 
line par radio-immunologie. 


0 


->1i JM-l 


A'ituipi 

•-rv 

rrr 

îïKt'i 


kt 



» 

* 



4$" *s MLH- 


WV 


ÈE. .hç ■ 


f kMglifn 

'ï+Tô<ïT 

di I JH» 
l'h-i 


© 

****** 





non r-o-qjÉ 

[ertitAfa. P#** i i r ro' i.ii.y, 
ù dl-iir 


o m - 
yyy 


© 


El W M 

Smncujtùrs 

^ 

r T T i 

Cu*ol 


+ + 


■< 






'+ + 


Ftgr 21 Principe général d'un dosage immunochimi- 
que. a) Formation du complexe Ac-Ag*. 
è) Déplacement de l’Àg* par l’Ag â doser, 
ir] Séparation des antigènes liés et des antigènes 
Libres, d) Dusage des antigènes manqués Ag* 
déplacés. 
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V 


ANALYSE AUTOMATIQUE 
EN BIOCHIMIE 


Les analyseurs automatiques sont présents 
dans tous les laboratoire* d'analyse médicale : 
on les trouve aussi dans certains laboratoires 
industriels et dans certains secteurs de contrôle 
de l'environnement- Ils accompli ssent toutes 
les opérations d'une manipulation d’analyse 
biochimique apres avoir enchaîné leur déroule- 
ment. 

Le quasitotalité des automates est pilotée 
par un ordinateur qtu gère les échu nt [Hors, les 
prooédtires d'analyse et les résultats. 

Un automate analytique de biochimie est 
mono paramétrique ou multiparamétrique 
selon qu’il dose un paramètre de Pécha ntl! Ion 
ou plusieurs : il est sélectif ou nos sélectif: un 
appareil sélectif n'effeelue sur un échantillon 
que les dosages qui ont été programmés, un 
appareil non sélectif mutti paramétrique dTcc- 
lue toutes les analyses sur chacun des échantil- 


lons ■ l’auiüinale travaille analyse par analyse 
ou échantillon par échantillon ; dans le premier 
cas, ii exécute l'analyse d'un paramétre sur 
tous les échantillons pour lesquels cette analyse 
est programmée, puis il passe à L'analyse d*un 
autre paramètre • dans le second cas, il effectue 
toutes les analyses programmées sur un échan- 
tillon, lorsque ces analyse* sont terminée*, il 
passe au suivant, et ainsi de suite, 

L'appareil qui travaille analyse par analyse 
est plus cupide, la limitation des rinçages 
économise du temps ; en revanche, avec ce 
type d’automate, on ne peut faire le secrétariat 
qu’en On de série, ce qui n’est pas le cas de 
l’automate qui travaille échantillon par échan- 
tillon, où fc secrétariat est fait au fur et à 
mesure ; de plus il est aisré d'introduire une 
urgence dans une série, mais b multiplication 
tics rinçages ralentit la cadence d'analyse. 


1, Les deux principes fondamentaux 
de l'analyse automatique en biochimie 


Le premier principe sur lequel, repose l'analyse 
automatique est rurtivarijuiec du système : 
tous les échantillons sont soumis à des procédu- 
res analytiques identiques, la seule variable est 

la convenir Jlinn, 


Le second est l’analyse constamment rela- 
tive ; les échantillons, sont traités dans les 
memes conditions que des étalons appelés 
e jiihratcurs, b concentration des premiers est 
déduite de celle des seconds. 
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LES DIFFÉRENTES- OPÉRATIONS D'UNE ANALYSE AUTOMATIQUE 


2. Les différentes opérations d une analyse automatique 


Les ope râlions d’un dosage biochimique se 
résument aux interventions suivantes : 

- prise d’essai de l'échantillon ; 

- éventuelle purification de récitant i il on : 
déprotêinisation. défécation, filtration, centra 
fugalicm : 

- addition de réactifs en proportions défi- 
nies ; 

- mélange du milieu réactionnel ; 

- incubation; 

- mesure ; 

- calcul cl secret aria t- 


2.1 OPÉRATION DE PRISE 
D'ESSAI D'ÉCHANTILLON 

L'échantillon - un sérum de patient, le plus 
souvent, en laboratoire d’analyses médicales - 
est prélevé puis déposé dans un godet à 
réaction ou injecté dans une veine liquide en 
flux continu. 

Le passeur d'échantillons (fig. 1) comporte 
lut dispositif contenant les échantillons et un 
mèk.-nni’iinc de pi pellage. Les échantillons. 


disposés dans des godets, sont répartis sur un 
plateau d'échantillonnage ou un porloir mobile 
ou encore sur une chenille formée de modules 
assemblés comme un jeu de construction et 
ânimee d’un mouvement linéaire de déplace- 
ment. 


S«0ft Tübot 
I 



Fig. I. Passeur d'échantillon d’une chaîne de flux 
eau Lin u de l* général loti . L'aiguille aspire l’êdian' 
ÜLLofi. puis le prélèvement effectué ; le bras robot se 
relève, puis, d on mouvement de rotation, amène 
l'n lu lu IL' au-dessus du bac à liquide de rinçage et 
s'abaisse. 


Pipeite 

K.pî'ingifgi 



Fin- Iè Passeur d'échantillon ù chenil Le d‘un appareil de transfert. 




t'ANALY&E AUTÛMATIÛUE ËN BIOCHIMIE 


Le mécanisme de prélèvement comporte 
deux parties: 

-un bras robot porteur d’une aiguille de 
prélèvement qui sert à pipe 1 1er des volumes 
d'échantillons ; 

— un dispositif d'aspiration constitué d’une 
pompe péristaltique ou d’une seringue. 

2 . 2 , PURIFICATION 

DE L'ÉCHANTILLON 

Cette opération, très rarement exécutée sur 
les automates analytiques de biochimie, est 
elYectuée par dialyse sur les analyseurs en flux 
continu. 

La description d’un dialyseur est faite para- 
graphe T 3.5. (p. 135). 

2.3. ADDITION DES RÉACTIFS 

Dans la majeurs partie des cas, les réactifs 
utilisés sont liquides ; des exemples d’analy- 
seurs de chimie sèche seront décrits uliéricure- 
ment cependant. 

Sur les appareils à flux continu, l’addition 
des réactifs est faite au niveau des pièces de 
raccordement, veine liquide et réactif étant 
propulsés par la même pompe péristaltique 
(P- D 2 ). 

Sur les appareils de transfert, deux types de 
mécanisme peuvent assurer l’addition des réac- 
tifs : 

— dans l'un, les godets sont fixes» un bras 
robot se dirige vers le flacon a réactif, y plonge 
t’aiguille d'aspiration, prélève un volume 
donné de réactif grâce à une seringue puis se 
relève et va déverser Le réactif dans te godet ; 
enfin il procède à un rinçage du dispositif ; 

— dans l'autre, le poste de distribution, 
constitué d’un réservoir à réactif, d'une serin- 
gue et d'une aiguille est fixe et le godet se 
déplace pour venir sous le poste de distribu- 
tion. 


2.4, HOMOGÉNÉISATION 

DU MÉLANGE RÉACTIONNEL 

Celte opération indispensable est assurée 
par différents procédés. 

Dans les appareils à flux continu, le mélange 
est obtenu par une bobine de mélange fftg. 2) ; 
tout segment liquide qui parcourt une spire est 
culbuté sur lui- même, s’il parcourt une bobine 
de 10 tours, cela équivaut â 90 agitations. 



»rHr#e sertie 

Fig, 2 Bobine de mélange. 

Les dispositifs d'homogénéisation des appa- 
reils de transfert sont nombreux : insufflation 
de bulles d'air, agitation mécanique du godet 
par un entraînement mécanique ou une turbine 
à air, agitation magnétique,, etc. 

2.5, INCUBATION 

L’incubation est l'opération qui consiste à 
maintenir le mélange: réaçlicjnneL il une tempé- 
rature constante et exacte : ê *Ç. pendant une 
durée fixe de r minutes, Il existe différents 
types d'incubateurs ; 

— le bain liquide lhermmtaté, 

— le four à air, 

— le cnodule thermostat^ par effet Pelletier. 

2.6. MESURE 

La mesure est toujours fondée sur une 
méthode physique, potentiometrique ou opti- 
que. 
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Dans la majeure partie des cas, c’est une 
mesure pholomètfique, visible ou L'V. Cer* 
tains automates analytiques dt biochimie pren- 
nent la mesure dans une cuve à circulation 
appareils à flux continu); d'autres dans le 
godet à réaction, celui-ci devant avoir les 
qualités optiques requises; d'autres, enfin, 
effectuent la mesure dans une cuve après 
transfert du milieu réactionnel ; cette opéra- 
tion est suivie d'une vidange et d’un rinçage. 


2.7, ACQUISITION ET 

TRAITEMENT DES MESURES 

Ces fonctions sont assurées par la partie 
informatique de l’appareil qui a en charge la 
gestion des résultats de t’analyse, c'est-à-dire 
l’acquisition de la mesure après transformation 
du signal analogique en signal numérique, puis 
les calculs, enfin le secrétariat et l'archivage 
des résultats, 


3. L'analyse en flux continu 


Mise au point par la société Technicon en 
1950, celle technique est ainsi dénommée car 
les réactions s'effectuent dans un courant de 
liquide bullé et animé d’un mouvement 
continu. 

3.1, CHAÎNE DE 1 re GÉNÉRATION 

Un auloanalyseur est une chaîne de modules 
reliés entre eux, chaque élément assurant une 
fonction analytique définie, 

La veine liquide dans laquelle s effectuent les 
réactions passe d‘un module k Fa titre par un 
tube en plastique souple. 


3.1.1. LÀ VEINE LIQUIDE 

La veine liquide est créée au niveau des deux 
premiers modules de la chaîne : distributeur 
d'échantillons et pompe péristaltique (fig. 4). 

L’ordre d'introduction de l'air et de 
l'échantillon dans le diluant est toujours celui 
décrit sur la figure 4. 

Le diluant, qui est le flux vecteur, sert de 
solvant pour l’échantillon (eau ou eau 
physiologique), de liquide de lavage, ou 
quelquefois de réactif 

Les ÜwHra d'air sont introduites pour 
segmenter la veine liquide. L*air assure trois 
fonctions s 



6M4p|l>lri 


FIr, 3 Schéma d'ensemble d’un auto-analyseur |" génération. (Document Technicon- reproduction 
autorisée). 
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Air Eau Air , EehûnfiUOn ri 

(o + ll ' V 


@$rrtère ûrtfi- CQfilQfflTialiün 

Fig- 6 Séparation des échantillons au niveau des prélèvements. 

I : Aspiration du meme échantillon , 

2: La pipette se relève au-dessus du godet et aspire un segment d'air. 

3 : La pipette plonge dans le réservoir cl aspire l'eau de rinçage- 

4 : La pipette sort du réservoir et aspire un segment d’air. 

5; La pipette plonge dam le godet suivant et aspire le {n + 1 } ième échantillon. 


Le choix des durées d 'aspiration et de rin- 
çage conditionne, comme ocia a été vu anté- 


rieurement, La cadence d'analyse, mais aussi 
tracé des enregistrements (fig. 7). 


► 

fit- ? Tracés d'enregistrement normaux et 
anormaux. a) Durée de rinçage correcte. 
b) Contamination légère tolérée (il n'y a pas retour à 

la ligne zéro), r) Forte contamination | Ji ÿ -j : il fa ut 

augmenter la durée du rinçage, d) Durée de rinçage 
trop importante, t) Échantillon trop important : rédui- 
re la durée de prëlcvemcnl 
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conséquerii leurs débits, sont connus d après un 
code de lou leur ( rablea u î). C'est du rapport des 
débits. des tubes de pompe que dépend la propor- 
tion des. volumes délivrés de chacun des réactifs.. 
Pour que tous les tubes soient obturés, il faut que 
l'épaisseur de chacun d’eux soit fixe, égale à e 
(fig. y>. 

Dm peut monter un assez, grand nombre de 
tubes sur un corps de pompe, d'une dizaine à 
une trentaine selon les modèles. Quel que soit le 
fabricant, les pompes d'auloanalyscurs tournent 
toutes à la même vitesse. 


3.1.4. LES BOBINES 


Les bobines (lïg. 2) sont des serpentins de 
verre, comportant de 5 à 30 tours pour les 
bobines simples; il en existe par ailleurs des 
doubles et des triples. 

Les bobines jouent un triple rôle ; 

- les bobines de mélange : chacune des spires 
culbute les segments liquides sur eux -mêmes. 

- les bobines de délai : utilisées lorsque b 
réaction est longue, pour assurer un temps de 
contact suffisant entre les réactifs et l'échantil- 
lon ; les bobines de bain-marie sont des bobi- 
nes- de délai ; 

- les frobines de refroidissement ; en sortie de 
bain-marie. Les bulles d'air sont dilatées, apres le 
transit dans là bobine de refroidissement, elles 
reprennent Leur dimension initiale. 



£[(.■ G"* dt IvC-E-T 
dt- pamp* 


P rl ïlfej 


(] i~) t— -i h ly j !< 


RdulHu 


I lit * Détails des tubes de pompe en place. 



Fig, tu Principe de la dialyse, à) Détails de lit 
membrane, i) Circulation des fl U* porteurs et 
receveurs. 
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3 J. 5. LË DlALYSEUR 

Ce module, qui n'est pas nécessaire pour tous 
les dosages, assure la déprotéinisalion de 
l'échantillon par dialyse. 

La veine liquide passe sur une membrane 
semi -perméable, les petites particules diffusent 
(ions, urée, glucose, etc.) (fig, 10). 

De l'autre coté de la membrane, circule un 
liquide bullé, appelé liijwidf de contre-diaiyse. Le 
dialyseur est constitué de deux plateaux, creuses 



Fin? Ve r s la 

recevflur chaîne 

Fig, Il Schéma d r un dialyseur. 

chacun d’un demi -si Lion et séparés par une 
membrane di a lysante (fig 10). 

Les deux liquides circulent dans le rnéwe sens 
ei au même débit. 


yriqhtet 


m 


aterial 


133 





Hidden page 



L'ANALYSE EN, FL U* CONTINU 


- les « nipples » sont des pièces plastiques 
servant également à raccorder des tubes entre 
eux (fig. 14); 

- les pietés de wrre .servent à raccorder 
entre eux plusieurs courants liquidiens ou 
galeux ((ig. 15 ); 

- les ami- retours servent à atténuer « l effet 
de recul m des pompes péristaltiques. ils sont 
montés le plus souvent sur le tube de pompe de 
l’air. La plupart du temps, ce sont des tubes de 
faible diamètre, mais i] existe des modèles d anti- 
retour moins simples. 



e 

Fig, I? Pièces de verre, a) Servant à réunir deux 
veines liquides, b) Servant à raccorder l'échantillon 
Sur le flux vççtçur bulle (injecte ur). ci Servant au 
débullage. 


3.2. ANALYSE 

DANS LES CONDITIONS 
DE L'ÉTAT CONSTANT: 
ANALYSE CONSTAMMENT 
RELATIVE 

La réaction a lieu dans Les mêmes conditions 
pour tous les échantillons : durée, température, 
rapport identique des volumes délivrés, facteur 
de dialyse constant, elc La seule variable est 


donc la concentration de F échantillon. L’enre- 
gistreur trace la courbe de la figure 1 6 lorsque le 
volume de l'échantillon est important. 



Fig, Ib Mesure de l'absorbance dans les conditioni 
de Fêtât constant. 


Dans ccs condi lions, la hauteur h est propor- 
timmefie à ta c<mceiiiïatiûtt. Four augmenter la 
cadence d’analyse, on diminue b durée d’aspi- 
ration de l’ échantillon et Fou transforme le 
plateau en pie, à condition que la hauteur de 
ce dernier soit au mini mura égale â 90 p. 100 
de celle du plateau. La hauteur des pics est 
donc proportionnelle à ta cfmeenlratttiH . C”êSt 
la comparaison des hauteurs de pics qui per- 
mettra le calcul des concentrations. 

L'analyse des Constamment relative, car la 
méthode est basée sur la comparaison entre 
étalons et échantillons à doser. 

3.3. MONTAGE 

D'UNE CHAÎNE 

3*3 J, LE MAMFOLD (% 17) 

C’esi l’ensemble des tuyaux, raccords ci pièces 
de verrerie d’une chaîne d’analyse automatique. 

3.3.2. RÈGLES DE MONTAGE 
D’UN MÀNIFOLD 

Le manifotd dost comporter le minimum de 
pièces ; tuyaux, raccords, etc. Tous les raccords. 
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avoir un débit égal à 60-70 p. IÔQ du ftus h quide 
total. 

* Exemple de mantfuld : détermination de 1* 
glycémie par la méthode à rorthoioluidim- 

Le mode opératoire de la méthode manuelle 
est le suivant : 


Boucher, mélanger. 

Porter au bain-marie bous liant pendant 
S minutes exactement. 

Refroidir ensuite en plongeant le tube dans, un 
bain d'eau froide. 

Lire l 'absorbance à 63ün.m au bout de 
1 0 minutes. 


— Déprvtéûusation : 

DaüS UH tube à centrifuger conique, verser ; 

— 0,2 cm* de sang, 

— 1 cm* d'eau distillée, 

— 1 cm 1 d'ATCA à 60 g/l. 

Agiter, laisser reposer S minutes. Centrifuger 
à grande vitesse pendant 10 minutes. 

Si Ton opère sur du plasma, ladéprotéinïsation 
n’est pas nécessaire. 

— Ré Action cobrét' : 

Dans un tube bouchant émeri, verser : 

— 0,5 cm 1 de liquide surnageant, 

— 4,5 cm* de réactif à rorthotoluidine. 


- Mê mfaM: 


On peut supprimer 3a déprotètnisaiion, 
puisque l'on n'opére pas sur sang total. 

Le flux porteur principal est le réactif à 
l'orthotoluidine (fig. 59), 

La conception de te manifold est faite en 
mettant en place d'abord 3e tube de pompe du 
réactif à l'orthotoluidine : on choisit k tube 
violet-blanc de débit 3 + 9ûcci ï .mirr Le tut* 


d’air correspondant 

3,90 _ , 

— — = ljucm ,min 
3 


devant avoir un débit de 
-l , on choisit le tube 


jaune-jaune dont k débit est Le plus proche, 
1,20 ciïi j .min" 1 . 

Le volume de sérum ajouté à 4,5 cm 3 de 
réactif à l'orthotoluidine est, dans la méthode 


Orange ■■ Dieu ËGhiQnüilKg» Satijfi* Bp il A fBfrioniig* 
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0.2 x 0,5 

niaimdk, à ■ — ■ — = 0,045 CHU 

22 


3„9Û cm 1 clam assez proche de 4,5 cm*, on. 
choisira k tube de 0,05 cm 3 . mm ” 1 de débit, soit 
k tube orange- bleu. 

U tube de repompage dois avoir un débit de 
60 à 70 p. 3GQ du débit liquide total, soit 


(3,9 + 0,05) x 70 

TocP 


soit 2,76 cm 3 - min K 


On choisit Je tube violet-noir dont 1e débit de 
2,90 cm 3 . min ' 1 est 3e plus prtxhe. 


■ La contamination 

Lorsqu'un échantillon laisse dans le tube de 
transfert des traces de substances, il contamine 
l'éctmrUlloa qui le suit. 

Le contrôle de la contamina (ioû est fait ; 

- par observation de la forme des pics : 
entre deux pies, une vallée trop haute est le 
signe d’une contamination, elle «si intolérable 
si la hauteur de la va Hcc est supérieure à la 
moitié de la hauteur du pic (Fig. 20w) ; 

- par un essai de répétabilité ((Ig, 206) : on 
passe trois fois Se même échantillon à h suite, 
les pics doivent avoir les mêmes hauteurs, les 


hauteurs des vallées ne doivent pas excéder la 
limite de tolérance. 

- par la mesure du temps T , . z (il g. 21) : on 
prélevé une solution ou un sérum, étalon en 
augmentant La durée du prélèvement, l’enregis- 
treur trace un plateau. Ors appelle temps 
T, 2 le temps nécessaire pour atteindre la 
moitié de la hauteur du plateau. Le temps 
T, -j doit être inférieur au tiers de la période, 
soit le temps séparant le prélèvement de deux 
échantillons successifs. 



La prévention de la contamination doit être 
systématiquement faite par : 

- une vérification du bullage ; 




H y a eonlaminatjon su ft -=- — Lisais de répétabilité 

- A- 3 Aucune contaminai khi 
t<‘2 Contamination légère tolé- 
rée 

6-3 Contamination forte 
Fig, H* Contrôle de lu contamination 


cun Iüi ni nation 



C 

ConlammaliDn d’an Bchanlillon 
faible par un échantillon fort 
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4* Les appareils de transfert 

4.1* CARACTÉRISTIQUES DES 
APPAREILS DE TRANSFERT 

Ce sont des appareils d'analyse discontinue, 
ils sont appelés appareils de transfert, par 
analogie avec les machines transfert de l'indus- 
trie, car il y a transfert de réactifs et (TéclumtiU 
Ions puis transfert du milieu réactionnel devant 
le dispositif de mesure. 

Les analyseurs de transfert de I" génération 
n'étaient pas informatisés, étaient monopara» 
métriques et réservés aux dosages enzymati- 
ques. Ils présentaient l'avantage, par rapport 
aux flux continu, d’être économes en réactifs 

Dans ces appareils, les différentes opérations 
d’un dosage manuel sont reproduits à l'aide 
d'automate : 

— passeur d’échantillons, 

— pipettes-seringues, 

— agitateur, 

— incubateur à température fixe, 

— dispositif de mesure. 

Ces appareils manquaient de possibilité 
d'adaptation, ils représentaient des s ys tèmes 
fermés* par opposition aux appareils de trans- 
fert de F génération, informatisés, qui sont 
des systèmes ouverte. 

Par système fermé* on entend système dans 
lequel le traitement des échantillons et des 
mesures sont imposés une fois pour toute par 
le constructeur. 

Par système ouvert, on désigne un analyseur 
dan» lequel le technicien peut programmer les 
procédures de l’analyse : volumes de l’échantil- 
lon et des réactifs, température et durée d Incu- 
bation, mesures et traitement des mesures. 

Ces appareils comportent une partie mécani- 
que: passeur d'échantillons, dispositif d’addi- 
tion des réactifs, mécanisme agitateur, incuba- 
teur él dispositif de lecture fols comportent en 


outre une partie informatique qui assure la 
gestion dés échantillons, celle des procédures 
d’analyse (mémorisation des protocoles opéra- 
toires) et mes. en œuvre les voies analytiques» 
die traite également les résultats. 

4.2, HQME-TESTS 

ET DQCTOR-TË8TS 

Home-tests et doclor-tests sont des appareils 
miniaturisés, d'utilisation simple ne nécessitant 
pas une technicité particulière. 

Le home-test est un appareil grand publié* 
destiné à raulosurvd liante du malade chez 
lui. L’appareil type est le « GJueotcst » des 
laboratoires ÂMES, qui permet lu détermina- 
tion de la glycémie chez le diabétique, Le 
home-test est un appareil généralement mon to- 
pa ramélriquc. 

Le doctorfoest est un système de diagnostic 
destiné aux cabinets médicaux, une loi de 1975 
interdit leur usage en France puisqu’elle donne 
le monopole des analyses médicales aux biolo- 
gistes. Ce sont des automates miniaturisés, 
quelquefois portables, généralement multipa- 
ramétriques, 

4.3 L EKTAGHEM, 

APPAREIL DE CHIMIE SÈCHE 

Les appareils Ektachem de Kodak utilisent 
des réactifs secs se présentant sous forme de 
plaques analytiques. 

Une plaque analytique est constituée d’un 
empilement de couches de réactifs secs, corres- 
pondant à tous les réactifs nécessaires au 
dosage. Un feuillet supérieur reçoit te volume 
d’échantillon à analyser. Dessous, un polymère 
poreux isotrope assure une répartition homo- 
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gène de l'échantillon, L’eau,, les peines molé- 
cules et les ions diffusent et migrent Au cours 
de celle migration, les réactifs se réhydratent 
Une membrane serai -perméable filtre les 
échantillons lorsqu’une déproiéimsation est 
nécessaire.. 

Une plaque analytique comporte de 3 a 
7 couches réactives selon les dosages. 

Après une période d'incubation déterrai née* 
la coloration apparue sur le feuillet inférieur 
de la plaque analytique est mesurée par réflec- 
lomêlrle. Une abaque permet de déterminer la 
concentration, connaissant Ea réflectance. 

* Description de la plaque analytique pour le 

dosage de l'urée (d’après la fiche technique 
Ektachem-Kodak) 

Cette plaque est constituée d’un support 
polyester sur lequel reposent les différentes 
couches contenant tous les réactifs nécessaires 
au dosage- 

Le principe de l'analyse est fondé sur 


l'hydrolyse de l’urée par l’uréase i 

O =C + U : Q^2 NH 3 4 CO 3 . 

NHî 

L'ammoniac réagit avec un, chnomogéne 
pour former un complexe coloré, La densité 
de la coloration est mesurée par rèflectométrie. 
Le volume d'échantillon nécessaire: au dosage 
est de 10 p.1. U durée du dosage est de 
6 minutes, 

L'automate comprend ; 

— un passeur d'échantillons, et un bras 
robot qui effectue les prises dessais de sérum â 
Laide d’une pipette-seringue et les dépôts 

— des distributeurs de plaques analytiques, 
des bras robots assurent le déplacement des 
plaques ; 

— des modules d’incubation ; 

— un module de mesure de la réflectance ; 
un microordinateur qui pilote l’appareil- 


5. Les appareils d'analyse centrifuge 


Ces appareils utilisent la fonce centrifuge 
pour mélanger l'échantillon aux réactifs et 
transférer le mélange devant le dispositif de 
lecture. Le dispositif de lecture est un photo- 
mètre fisc, dans le faisceau lumineux duquel 
passent les différentes cuves correspondant 
au s Échantillons, 

5.1. L'APPAREIL 

L’appareil est constitué d’un rotor sur lequel 
est disposé un disque de transfert en (éflon. 
creusé de séries radiales de cupules. Il existe 
aussi des disques de transfert en plastique â 
usage unique. Chaque rayon, correspondant â 
un échantillon ou un étalon, comporte une 


cupule réactifs* une cupule échantillons, une 
cupule de mélange et la cuve de lecture, La 
figure 22 montre comment, sous l’effet de la 
force centrifuge, s'effectuent transferts cl 
mélange. 

Le disque de transfert est maintenu à tempé- 
rature constante gfa.ee à un système de ther- 
mostatisation. 

Un dispositif de lavage élimine tout risque 
de contamination, lorsque l'appareil est équipe 
d'un disque à usage permanent. 

Le dispositif de lecture est fixe ; c'est un 
système optique permettant la mesure en 
absorptiométrie moléculaire UV et visible, 
fluorimétrie N opacimètrie, iséphélométrie. 

Il faut souligner la nécessité d’une remarqua- 
ble synchronisation des prises de mesure, dans 
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VI 

INCERTITUDE EXPÉRIMENTALE 
ET CONTRÔLE DE QUALITÉ 


Les méthodes d'analyse êianl complètes et 
parfois imparfaites, tout résultat expérimental 
est susceptible d'être entaché d'une erreur. 

Le ■Contrôle de qualité a été introduit dans le 
domaine de la biologie clinique vers les 
années 50 sous forme de volontariat, et existe 
sous forme organisée depuis les années 1970. 
En janvier 3979, un décret d'application fait 
obligation aux laboratoires d'analyses médica- 
les de subir un contrôle, Dans de nombreux 
secteurs d’activité (Industries alimentaires, 
pharmacie, cosmétologie...), les entreprises 
sont amenées à pratiquer des analyses ei à 
aulocantrolcr leur qualité. 

L'erreur est gra^ière, lorsqu’elle est due au 
non-respect du protocole expérimenta!» à une 
confusion de réactif, de matériel, à une faute 
de calcul ou de transcription de résultat. C’est 
le type d’erreur qui peut être évitée, sa fré- 
quence dépend essentiellement du manipula- 
teur : son degré de formation, la cadence de 
son travail, etc, Il n'existe pas de méthode de 
contrôle des erreurs grossières. 

L’erreur est ûJèaroire. lorsqu’elle se produit 
de façon fortuite, accidentelle. Elle est due à 
l’ Imprécision d'une mesure, consécutive à la 
défaillance momentanée du technicien ou d’un 
appareil. En analyse biologique, évaluer les 
erreurs aléatoires consiste à apprécier la préci- 
sion, eu contrôlant la reproductibilité. 

L'erreur est systématique lorsqu'elle est due 
à un appareil déréglé, un réactif de mauvaise 
qualité, un cal ibrateur faux, une contamination 
systématique, 3a non-spécificité d'une réaction,, 
etc. En analyse biologique, évaluer les erreurs 
systématiques consiste à apprécier f 'exactitude. 


Ce type d'erreur ne peut être évité que si la 
cause est décelée, il entraîne une déviation de 
tous les résultats dans le même sens. 

Contrôle de précision et contrôle d’exacti- 
tude ne sont pas effectués sur chaque résultat* 
mm mm fondés sur des méthodes statistiques, 

Il existe une autre façon d’évaluer rincer li- 
mée qui pèse sur un résultat, elle est utilisée 
par les physiciens et consiste à effectuer un 
calcul différentiel d’erreur, après avoir estimé 
pour chaque opération du dosage l’incertitude, 
c’est-à-dire l’écart maximal entre le résultat 
expérimental et le résultat réel. Ainsi, lorsque 
Ton mesure un volume de V.cm J à l'aide d'une 
pipette, ou peut estimer à AV.cnr* ['incertitude 
qui pèse sur cette ofseratioti ; AV. cm 5 est 

f incertitude absolue , l'incertitude relative. 

Le résultat réel est compris entre V -+- AV et 
V - AV. 

- ]e ihiorénue de l'incertitude absoluè sur les 
sommes et 3es différences 

X = X } + Xj, AX = AK 1 + AX 3 , 

Y ■ Y] — Y j, A Y = AY L + AYj . 


L’incertitude absolue sur une somme- ou une 
différence est la somme dés incertitudes absolues 
de chacun des termes ; 

— k théorème des incertitudes relatives sur 
les produits cl quotients ; 


Z - Z L :< Z a . 


w = 


W, 


AZ _ AZ t AZ 2 

T “ 2~ + 27 

ÂW AWj AW 3 

“w" “ "w7 + "vTT 
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STATISTIQUES APPLIQUÉES A L'ANALYSE BIÛLOQÉQUË 


plus probable de la variable et des paramètres 
de âispersmn qui rendent compte de la varia- 
tion des données par rapport à la valeur la plus 
probable, 


tuent un échantillon si Ton effectue l'étude 
statistique sur une partie seulement des indivi- 
dus du groupe, afin d’établir des conclusions 
se rapportent à l'ensemble de La population. 


1,1. VARIABLES ET DONNÉES 

Une variable est un caractère qui peut être 
exprimé par une mesure (variable quantitative) 
ou non (variable qu&ikafîve) , On peut citer 
comme exemples de variables quantitatives : 
une concentration la taille d'une cellule, l’acti- 
vité d'une enzyme et comme exemples de 
variables qualitatives : espèces bactériennes 
ou fongiques, sérotypes, groupes sanguins. 
Une variable qualitative définit une nature, 
une variable quantitative définit une intensité. 

Les individus chez lesquels on collecte les 
données constituent une population ou un 
échm'tîd&i. ; ils forment une population lorsque 
la donnée est évaluée chez chacun des indivi- 
dus formant le groupe ; en revanche, ils consti- 


1.2. TRAITEMENT 
DES DONNÉES 


1,2,1, ORDONNANCEMENT 
DES DONNÉES 


Les données sont ordonnées et regroupées 
en classes, La courbe de distribution de la 
figure 1 a été établie après une mise en ordre 
des données ; les classes sont des intervalles de 
concentration qui ont été définis comme suit ; 

0,09825 c 0,09875 
0.09R75 «eC ■« 0*09925 
0,09925 ^C< 009975 . 


0, 10575 « C «£ DJ 0625 


Intervalles des classes 
(en malll) 

CrtifnrJ dé tinsse : 
valeurs figuratives 
de la dusse 
(en tnaffi } 

Fréquences 

ubsvhiCï 

Fréquences 
relatives 
(en p, 100) 

omis^mn 

Û.09S5 

2 

1,45 

0,09875-9,09925 

0,0990 

0 

Û 

0,09925-0,09975 

0,0995 

2 

1,45 

0,09975-0-, 10025 

0,1000 

4 

2.90 

0,1002541,10075 

0,1005 

8 

5,80 

0,10075-0,10125 

O,IÛ10 

22 

15,94 

0,10125-0,10175 

0,1015 

26 

18.84 

0,10175-0,10225 

0.1020 

34 

26.09 

0, 10225-0 J 0275 

0.1025 

1 S 

7,97 

0J 0275-0 J 0325 

0,1030 

10 

7,25 

0,10325-0,10375 

0JÛ35 

8 

5,80 

0*10375 -0 h 10425 

0,1040 

1 

0,72 

0,10425-0,10475 

0,1045 

3 

2,17 

0,10475-0,10525 

0,1050 

1 

0,72 

Q,l 0525-0, 10575 

0,1055 

2 

1,45 

0,1 0575-0,1 0625 

0,1060 

2 

1,45 


Fig, 2 Tableau de distribution des fréquences de l'étalonnage d’une solution de thiosulfate de sodium par 
pesée d'iodatc de potassium.. 
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IMCIRTITUOE ËXPÊfilMËNÏALi ET CONTROLE pg ÛUAUTl 



Nombre de 
glofculfri 

t* 10 ra /fJ 


Fig. 4a Lhisiogrimme de la figure M rspresaiie 
la distribution du nombre de globules rouges par 
litre de sang, dans une population de Femmes 
adultes, en bonne santé. La distribution est nor- 
male, ["histogramme est une courbe de Gauss. 


1.4* CARACTÉRISTIQUES 
DE POSITION ET DE 
DISPERSION D'UNE SÉRIE 
STATISTIQUE A 
UNE VARIABLE 

Ces grandeur? sont fort utiles pour rendre 
compte de la valeur la plu# probable de la 
variable : paramètres de position, et des écarts 
des valeurs de la variable par rapport à la 
moyenne r paramètres de dispersion. 


1.4.1. PARAMÈTRES 
DE POSITION 

* Moyenne arithmétique 

La moyenne arithmétique d une série statis- 
tique est le nombre représenté JE, obtenu en 
divisant la somme des données par Je nombre 
des données ; 


iPrftqjüsacÂ rni^ii^e en » 



Fig, Ab L'hjstpgFmmime de Ja figure 4t> représente 
k distribution de# glycémie», exprimées en. g/l, dans 
une population d'adultes. La distribution n'est pas 
normale car les pathologies basses sont rarissimes. 


X = 



Dan? la série statistique représentée dans le 
tableau 2 p. 145, la moyenne arithmétique est 
égale à 


0,10191 mol/1 , 


* Média» 


La médiane est la valeur milieu d’une série 


statistique ordonnée, c’est-à-dire dont les n 
valeur# de la variable ont été classées par ordre 
croissant, Pour une série ordonnée comportant 
an nombre impair de données, la médiane est 


la valeur de la variable ayant le rang 


n + I 


E.Xrfrtpie ; 


Fl®, 4 a) Distribution fri ussienne- éj Distribution 
non gauSsie-nme, 


tO'£ l ».G,«4.4>7 1 2v? l J 


-7.S- 5,2-5,5 
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STATISTIQUES APPLIQUÉES A L'ANALYSE BIOLOGIQUE 


Lorsque la série ordonnée comporte un 
nombre pair de données, la médiane n'existe 
pas au sens strict dé la définition citée antérieu- 
rement. Cependant, pour donner une valeur 
de la médiane, on fait la demi -somme des 

variables de rang ^ et ^ + J, 
fixt'mpte : 


a Déviation moyenne ou écart absolu moyen 

La déviation moyenne est égale au quotient 
de la somme des valeurs absolues des écarts â 
la moyenne par le nombre des données ; 

n*-*i 

déviation moyenne = * . 


6.3-6.5-15,6-6,9-7,2 -7,3-7, 5-7 k 6-7,7-7,S- 7,9-8 .2 

f 


-variable de rang • -k L 


variable de rang — 


La série comporte douze données, la valeur de 
rang ^ = 6 est 7,3 celle de rang ^ + 1 * 7 est 

7,5- La médiane est donc égale à 


a Mode 

Le mode d'une série statistique est 9a valeur 
de la variable associée à la plus grande fré- 
quence. H n’existe pas de formule permettant 
le calcul du mode, sa détermination est faite 
sur une représentation graphique. 

Certaines distributions peuvent être pluri- 
modales* la distribution normale* gaussienne, 
est uni modale. 


* Variance 

La variance rat le quotient de la somme des 
carrés dra écarts Î la moyenne par le nombre 
des données lorsque la série statistique étudiée 
est une population, ou par le nombre des 
données moins une si la série statistique étu- 
diée rat un échantillon. 

E (* - -î} 2 

Variance- d’une population : a- 2 = 

#i 

X ( V - Æ) 2 

Variance d'un échantillon : s 2 == — r ■ r — r 

{n ~ ! ) 


• Ecart ty pe 

C’est le paramétre de dispersion le plus 
utilisé en statistique, l’écart type est la racine 
carrée de la variance. 

Ecart type d'une population : 


(V {x - .f ) 2 


Cf = 


1.4.2. PARAMÈTRES 
DE DISPERSION 

Les paramètres de dispersion renseignent 
sur la dispersion des valeurs de la variable 
étudiée autour de la moyenne. Ce sont : 

• Etendue 

L'étendue est la différence entre la plus 
grande et La plus petite valeur de la variable : 
étendue = x„ — x t ; c'est l’intervalle dans 
lequel se situent les valeurs de toutes les 
variables. 


Ecart type -d'un échantillon : 


r = 



I U - -V) 
<fl - i ) 


j 


* Coefficient de variation 


Le coefficient de variation (CV) est le 
rapport exprimé en pourcentage entre l'écart- 
type et la moyenne arithmétique. 


CV de population = — x 100 

S 

CV d'échantillon = l x IGG , 

x 



üNGERTITUPè EXPÉRIMENTALE ET CONTRÔLÉ DË Gu ALITÉ 


* Quantités 

Lr paramètres dénommes quartites, quinti- 
les. déciles, «utiles sont appelés d’une façon 
générale quantités.. Les quart lies sont Les trois 
valeurs de la variable : quartilc t.. quartile 2 et 
quart île 3. qui partagent les données d'une 
série statistique ordonnée en quatre groupes 
de meme effectif Le quart île 2 est la médiane. 


Exempte . 

<L».u,fcJ .QTvjJ OjM.IJH Q>3 [V ' f| 1.82- 1,« 

i| II..H ,1 II- I i||i:i|tlfc2 1 


Les quarti tes ne sont pas au sens strict de la 
définition des paramètres de dispersion, on 
utilise les intervalles interquartiles relatif et 
absol u . 

Intervalle interquartilc absolu m quartile J 
- qwartsle I. 

Intervalle interquartilc relatif =* 

rqyanHe 3 - quartile I) 
quartile 2 


Les q u imites sont tes quatre valeurs de la 
variable qui partagent les données d'une série 
statistique ordonnée en cinq groupes de même 
effectif. 

Les déciles et tes cent i les sont respective- 
ment les neuf et les quatre-vingt-dix-neuf 
valeurs de la variable qui partagent une série 
statistique en dix et cent groupes de mente 
effectif. 

Le percentile p % est la valeur de 3a variable 
qui partage les données d'une série statistique 
ordonnée en un groupe de valeurs inférieures 
dont refTeciif représente p % des données et 
un groupe de valeurs supérieures dont l'effectif 
représente (IÜO - p) % des données. 


1.5. DISTRIBUTION NORMALE 
ET DISTRIBUTION DES 
FRÉQUENCES EN BIOLOGIE 

La distribution normale est une notion abor- 
dée au paragraphe 1.3: une distribution nor- 
male est représentée graphiquement par une 
courbe de Gauss, histogramme symétrique. 
Cependant, la symétrie de la courbe ne garantit 
pas une distribution normale; la répartition 
des données doit respecter un certain nombre 
de conditions: 

- 68,3 p. 3ÜÜ des données doivent être 
réparties dans l'intervalle £JP±o) dans 6e cas 
d'une population ou ( T ± L) dans le cas d'un 
échantillon ; 

- US ,4 p. 10© des données doivent être 
réparties dans l'intervalle L? * 2 <r ) ou 
(.v ± 2 s) ; 

- er 99,7 p. 10© des données doivent être 
réparties dans l'intervalle ± 3 ir) ou 
(x±3s). 

* Limites d’erreur, intervalle de confiance 

En analyse biologique, quelles que soient les 
mesures prises pour que la procédure du 
dosage soit précise, tous les résultats des 
mesures effectuées sur le même échantillon ne 
sont pas identiques. 

Lu reproductibilité n’est jamais parfaite. 
Quelles limites doit-on fixer à l'intervalle des 
résultats acceptables 7 On considère arbitraire- 
ment que 95 p. 100 des résultats son! saiisfai* 
sortis, sous réserve que les bonnes pratiques du 
laboratoire soient respectées dans les domaines 
de lu technicité, du matériel et des réactifs. 

Cela signifie que le degré de confiance que 
l’on peut attribuer m résultat d'une analyse est 
de 95 p. 1 OO. 

En d'autres termes, si L’on admet que la 
distribution des fréquences des résultats d'une 
analyse médicale suit une distribution normale, 
tout résultat ne s'écartant pas plus de Es 
moyenne de ± 2 s, doit être considéré comme 
acceptable. 



EXACTITUDE El PRÉCISION O'UNE MÉTHODE D'ANALYSE 


L'intervalle x±2s s’appelle- f 'intervalle de 
confiance, 

* intervalles de référcncL 

L'interprétation du résultat d'une analyse, 
faine par te médecin, repose sur la comparaison 
de ce résultat aux valeurs normales., appelées 
aussi valeurs usuelles. Ces valeurs normales 
sont exprimées par un intervalle de référence, 
valable pour une population donnée (âge, 
sexe), 

La détermination de l'intervalle de référence 
e$l fondée sur les statistiques ; il suffit de 
mesurer le paramétre biologique considéré 
(glycémie* urémie, numération des hématies, 
etc,) sur un échantillon de la population ; on 
admet que 95 p. 1O0 des personnes ont un 
résultat normal. 

Par conséquent, si la distribution des résul- 
tats est normale, l'intervalle de référence est 
égal à S ± 2 5- 


Si La distribution n 'est pas normale (glycé- 
mie, activités enzymatiques pour lesquelles il 
n L y a pratiquement pas de pathologie basse), 

l'intervalle dé référence est défini comme 
l’ intervalle entre le percentile 2,5 p. 10Ü et le 
percentile 97.5 p. tOÛ, Naturellement l'inter- 
valle de référence doit tenir compte des sou- 
haits de La clinique. 

* Mode d'expression dis résultats 

Deux régies gouvernent l’écriture d’un résul- 
tat- La première est que tout chiffre figurant 
dans l’expression du résultat doit avoir une 
signification. Ce qui veut dire que le nombre 
de décimales est fonction de l’écart type ; pour 
un écart type de l'ordre de T uni té, on ne met 
pas de chiffre après la virgule ; pour un écart 
type de l’ordre du dixiéme d’unité, on inet un 
chiffre apres la virgule ; et ainsi de suite, 

La deuxième règle est qu'il est inutile 
d 'exprimer un résultat avec une précision qui 
excède tes nécessités du diagnostic. 


2. Exactitude et précision d'une méthode d'analyse 


2,1. EXACTITUDE 

L 'exactitude d’une analyse exprime ta 
concordance entre la valeur attendue * d’un 
résultat et la moyenne arithmétique de plu- 
sieurs mesures faites sur l’échantillon. 

Les grandeurs qui caractérisent l'exactitude 
d’y ne méthode d'analyse sont ; 

* La Valeur siHeiuinç d'un rèreltMi poil différer ble- 
uira»! de la valeur MT&ile 4e ce même résultat. Cette dernière «r 
obtenue à partir d'une méthode de référence, en revanche, la 
vakurel tendue esc associée à un protocole opératoire donne. 
Pn« te paramétre biologique d'un échantillon, j! n'exkte 
Hv’une -valeur vraie, mais -au tant de valeurs- attendues, qu L il 
existe de mèlliodes de éowajsje. 


— te degré d'exactitude absolu - .¥) 

où xj) « valeur attendue ; J = moyenne 
arithmétique = meilleure estimation du résul- 
tat l 

*o - 

- le degré d'exactitude relatif — , 

-Xp 

L’exactitude est d'autant plus grande que tes 
valeurs du degré d’exaclilude sont faibles, 

Le contrôle de i 'exactitude consiste à analyser 
un e chant dion étalon. L’étalon est introduit au 
hasard dans une série d'analyses ; le résultat 
ne doit s’écarter de la valeur attendue que 
dans tes limites définies par l'intervalle de 
confiance. La détermination de la valeur atten- 
due est réalisée méthode par méthode. 
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INCERTITUDE EXPÉRIMENTALE ET CONTRÔLE PE QUALITE 


Les causes de l’inexactitude d'une analyse 
sont les erreurs systématiques ; par exemple : 
l’erreur de réglage d'un appareil, l'utilisation 
d'un calibrateur (p. 154} faux, ['utilisation 
d’enzymes, auxiliaires impures ; l’utilisation 
d’une lumière monochromatique, la tempéra- 
ture d'un dispositif de thermostatisation fausse, 
F utilisa Lion d’un diluteur faux, etc. 

La correction de l "inexactitude, c'est-à-dire la 
correction des erreurs systématiques, est réali- 
sée en « j nt roi an t ["appareillage et les réactifs, 
Â titre d'exemple, on peut décrire le 
contrôle technologique associé à la mesure de 
l’activité d’une enzyme. L’expression littérale 
du résultat est : 


AE 


AA 10 e 



K 


V, 

PE 


AE = activité de l’enzyme en mU/cm 3 

Ai 

— . = variation d/absorbance par min en 

t 

min -1 

£ * coefficient d’absorption molaire linéique 

en mol -1 , l.ctrr 1 

/ = trajet optique en cm 

V r ■ volume total en crtr 1 

PE = volume de la prise d’essai en cml 

Les facteurs à contrôler sont - 

- la température : une variation de 1 “C 
entrain® une erreur systématique qui peut 
atteindre i p. 100. Sont à contrôler l'exactitude 
et ta constance de la température ; une varia- 
tion de ±0,2*C entraîne une imprécision de 
± 2 p. 100 sur le résultat ; 

- Y absorbance : k contrôle de l’absorbance 
est réalisé en vérifiant l'exactitude des lon- 
gueurs d’onde indiquées par l’appareil, l 'exac- 
titude des absorbances, la linéarité de l’appa- 
reil et l'absence d'interférence de la lumière 
parasite ; 

- le temps t sont vérifiés les chronomètres, 
tes enregistreurs â défilement de papier et les 
tables traçantes ; 

- le trajet optique ; la longueur de b cuve 
est mesurée avec précision. Certaines cuves en 


plastique peuvent être l’objet de déforma- 
tions ; 

— tes volumes; doivent être contrôlés tes 
dilutcurs. les pipettes automatiques, etc, 

Une fois décelées, les erreurs systématiques 
sont aisément corrigées, à l’exception, cepen- 
dant, du manque de spécificité de la réaction. 


2,2. PRÉCISION 

La précision d’une méthode d'analyse est 
exprimée par la concordance des résultats de 
plusieurs mesures faites sur le mime échantil- 
lon- Les grandeurs qui rendent compte de la 
précision sont l'écart type et te coefficient de 
variation. 

Le contrôle de la précision est pratiqué par : 

— la répétabilité: plusieurs mesures sont 
effectuées sur 1c même échantillon, par le 
même technicien, avec tes mêmes réactifs, le 
mime jour ; 

— la reproductibilité : plusieurs mesures 
sont effectuées sur le même échantillon, tous 
tes jours, jour après jour, par te même techni- 
cien ou par des techniciens differents. 

Le contrôle de la précision se pratique en 
analysant un échantillon de contrôle, de même 
nature que celui qui est dosé, non titré, mais 
de composition constante. 

Les causes de V imprécision sont tes erreurs 
aléatoires, c’est-à-dire les erreur* fortuites, 
imprévisibles, accidentelles. Ces erreurs aléa- 
toires sont essentiellement produites par des 
imprécisions de mesure : pipettage, chute de 
burette, lecture d’un cadran, pesée, etc. Les 
erreurs aléatoires sont en général faibles,, mais 
impossibles à déceler. 

Bî l’on pratique un nombre relativement 
.grand d’analyses, les erreurs aléatoires, s'écar- 
tent de la moyenne tant par défaut que par 
excès, par conséquent la courbe de distribution 
des fréquences est gaussienne. 
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3.1. ÉCHANTILLONS DE 
CONTRÔLE, 

ÉCHANTILLONS ÉTALONS, 
CALIBRATEURS 

Les échantillons de contrôle ne sont pas 
litres ; ils sont utilisés en contrôle de précision. 

Les échantillons étalons sont titrés par Je 
fabricant, méthode par méthode, ce qui signifie 
qull y a autant de valeurs vraies que de 
méthodes de dosage ; ils sont utilisés en 
contrôle d'exactitude. 

Les atlihraieurs sont titrés par le fabricant, 
par une méthode de référent#, ils sont utilisés 
pour le calibrage des appareils. 

Les échantillons étalons peuvent être utilisés 
en contrôle de précision» mais leur coût élevé 
ne justifie pas ect usage : en revanche, ils ne 
peuvent être utilises comme calibraleur. 

Les trois propriétés fondamentales des 
échantillons de contrôle, des étalons et des 
calibra leurs sont. ; 

- stabilité : la composition des échantillons 
de contrôle doit Être constante dans le temps, 
afin de permettre des contrôles à moyen et 
long tenue ; 

- homogénéité ■ tous les échantillons de 
contrôle d’un même lot doivent être identi- 
ques ; 

- composition voisine de celle de l'cchamib 
Ion à doser - on trouve dans le commerce 
essentiellement des sérums, mais peuvent éga- 
lement être utilisés des urines et des liquidés 
céphalorachidiens . 

Ces échantillons de contrôle sont presque 
toujours lyophilisés r sous celte forme leur 
stabilité est die l'ordre de deux ans, ei leurs 
propriétés identiques aux échanti lions frais si 
leur reconstitution a été faite dans de bonnes 
conditions 

La congélation â - 25 t ne permet une 
utilisation convenable des échantillons de 
contrôle que pour un laps de temps relative- 
ment court (quelques jours) ; ils se dégradent 


lentement et leur composition dérive légère- 
ment. 

On appelle étalons primaires des solutions 
aqueuses ; ces étalons primaires sont faciles â 
préparer» â étalonner et sont peu coûteux, 
mais ils présentent l'inconvénient majeur de 
n'avoir ni les propriétés physiques, ni la 
matrice de l'échantillon à doser» 


3.2, MODALITÉS DU 

CONTRÔLE DE QUALITÉ 

Le laboratoire gère» sous sa propre autorité, 
le contrôle interne de qualité ; c'est un contrôle 
permanent qui» jour «près jour, permet au 
Chef de laboratoire de prendre la décision de 
valider ou non les résultats ; c'est aussi un 
contrôle à long terme qui permet d’évaluer, 
sur une période de temps d’une durée d'un à 
plusieurs mois» les réactifs et l 'appareilla ge. 

3.2.1 CONTRÔLE INTERNE 

* Le contrôle interne est fondé sur un lot 
d’échantillons de contrôle. 

On établit la valeur cible et l'intervalle de 
confiance en effectuant une mesure sur un 
échantillon statistique de 30 sérums de 
contrôle , la valeur cible est la moyenne 
arithmétique des 30 résultats (x), l’intervalle 
de confiance est égal â la moyenne arithméti- 
que plus ou moins 2 écarts types ; (.? + 2 *). 

On. est souvent amené à utiliser 2 sérums de 
contrôle r l'un dont la valeur cible est normale, 
l’autre pathologique (valeur haute ou valeur 
basse). 

4 Les Cartes de contrôle sont de differents 
types, la plus utilisée est celle de Lcvcy et 
Jennîngs (fig, 6). On utilise une carte par lot 
de sérums de contrôle. 

Cette carte porte, sur l’axe des ordonnées, 
la concentration du paramètre analysé» la 
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Concentration en mmol/l 



FSg, 6 Carte de Le^ey et Jesminp, 


valeur cable J t l'intervalle de confiance ± 2 j 
et l'intervalle X± î j, L'axe des abscisses est 
graduée en jours, une carte est valable pour un 
mois. 

Quelles sont les règles empiriques qui autori^ 
seul le chef de laboratoire à valider les résultats 
d’une journée concerna rit un paramètre biochi- 
mique ? Il dispose de deux cartes de Levé y et 
Jennings, chacune correspond à un sérum de 
contrôle ; le premier a une valeur cible nor- 
male, le second une valeur cible pathologique 
(haute ou basse). 

Si les résultats des deux sérums de contrôle, 
sont dans les intervalles x ± 2 s t les résultats de 
ta journée sont validés. Il en est de même si le 
résultat d'un sérum est dans l'intervalle 
x±2s r et si le résultat de l’autre est hors 
l'intervalle X ± 2 .f, mais dans l'intervalle 
S± 3 j. 

En revanche, les résultats de la journée sont 
refusés si les deux résultats des, sérums de 
contrôle sont hors l'intervalle JE ± 2 s ou si Fun 
des résultats est dans l'intervalle ï±2ï et 
l'autre hors L'intervalle x ± 3 s. 

Ce type de carte permet aussi un contrôle à 
long terme. 

Des résultats qui se situent, pendant un 
certain nombre de jours, du même côté de la 


valeur moyenne (x) sont l'indication d'une 
erreur systématique. On contrôle la méthode 
avec un sérum de contrôle doré et, le cas 
échéant, on recherche l'erreur commise en 
vérifiant chacune des- opérations du dosage. 

Une dérive croissante ou décroissante des 
résultats est une indication d'altération d'un 
réactif ou de révolution de la concentration d'un 
étalon. 

Un résultat hors contrôle est le signe d’une 
erreur fortuite. Ce résultat doit être vérifié par 
un autre échantillon du même sérum de 
contrôle, 

La deuxième carte utilisée est celle de 
Yüundfrui, mais beaucoup moins fréquemment 
que celle de Lève y et Jennings. 

Le diagramme de Younden permet l’analyse 
des résultats obtenus à partir de deux sérums de 
contrôle. On porte sur les axes perpendiculaires 
d'un graphe les valeurs moyennes des deux 
échantillons, A partir du point de rencontre des 
valeurs moyennes, utilisé comme centre. On 
trace un cercle de diamètre égal I 3,03 a Si le 
dosage est exact et reproductible les résultats 
obtenus pour récbaotîUofa 1 et 2 figureront un 
point situé dans le cercle. Si tel n'est pas le cas, le 
résultât est faux ; par excès, par défaut, ou par 
défaut de reproductibilité. 
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3*2*2 UTILISATION DES SÉRUMS A 
ANALYSER 

C’est une forme différente du contrôle 
interne, fondée sur le fait que bon nombre de 
résultats obtenus au laboratoire sont normaux. 
La moyenne journalière des résultats situés 
dans la zone normale doit être approximative- 
ment constante d'un jour à l’autre ; s'il existe 
une variation importante de cette moyenne,, 
elle est due à un erreur systématique. 

Cette technique présente en outre l’avantage 
4e décéler des erreurs qui ne pourraient l’être 
autrement ■ erreurs de prélèvements, altéra- 
leurs dues à un éventuel transport, anticoagu- 
lants, antiglycolytïqueü. etc. Cette méthode ne 
s’applique que si te nombre de dosages prati- 
qués dans le laboratoire important. 

La moyenne calculée peut être la «levertne 
des sujets normaux, la moyenne de toutes les 
analyses, il vaut mieux utiliser la moyenne 
tronquée, c’est-à-dirc la moyenne des résultats 
compris dans l’intervalle x ± 2 o. 

3,2*3 LE CONTRÔLE EXTERNE 

Ce contrôle est organisé par une association 
régionale ou nationale. Il consiste à envoyer, â 
chacun des laboratoires, un sérum à analyser 
pour a paramétres, à une fréquence donnée (qui 
peut être de une fois par semaine ). Les résultats 
sont collectés par l'association organisatrice qui 
établit L'histogramme représentant la distribu- 
tion des résultats, calcule îa moyenne x et 
l’ écart -type o, et élimine les valeurs aberrantes, 
en dehors de la zone (x ± 3 a). Puis die calcule 
également la moyenne tronquée x r et Pécari-type 
tronqué a\. 

Ces résultats situés dans la zone i' ± o' sont 
déclarés bons ; ceux situés dans la zone x r ± 2a 
sont déclarés convenables, les autres sont 
déclarés mauvais. 

La précision et l’exactitude des résultats 
d’analyse biologique sont devenues des notions 
concrètes et mesurables. Le technicien ne peut 


que s en féliciter; la qualité de son travail en 
dépend, même si le contrôle peut apparaître 
quelquefois tyrannique. 


ANNEXES 

TEXTES OFFICIELS RELATIFS AU 
CONTROLE DE QUALITÉ DANS LES 
LABORATOIRES D'ANALYSES 
BIOLOGIQUES 

Décret n° 78-I14& do 7 décembre 1971 nJadT au 
contréle le qualité les analyses le biologie médicale 
prévu pur lartkk L, 761-14 du code de la santé 
publique, 

l€ Premier ministre. 

Sur le rapport du ministre de la santé ei de la 
famille, du ministre du budget et du ministre de 
l'agriculture, 

Vu, le chapitre 1® du titre III du livre VU du code 
de la santé publique et notamment raitrele L, 761-14, 
ensemble l’arLide 2 de la loi fl IJ 75-626 du H juiUçt 
1975 relative aux laboratoires d’analyses de biologie 
medicale ; 

Vu le décret o“ 76-lOM du 4 novembre 1976 fixant 
les conditions d'autorisation des. laboratoire» 
d’analyses de biologie médicale; 

Vu les lois n" .50-54 du 14 janvier 1950 et n* 57-177 
du 26 mars 1957, ainsi que Le décret n 4 55-616 du 
2(5 mai 1955 relatifs au laboratoire national de la 
santé ; 

Vu le décret n 6 70-1052 du 13 novembre 1970 
modifié portant organisation de l'administration 
centrale du ministère de la santé publique; 

Vu lavis de la commission nationale permanente 
de biologie médicale; 

Vu l'avii de la c ais se nationale d’assurance maladie 
des travailleurs salariés; 

Après avis du Conseil d’Élat {section sociale! 

Dlcatn ; 

Art. I®. — Le Contrôle de qualité des analyses de 
biologie médicale institué par l'article L 761-14 du 
code -de la santé publique a pour but de déterminer la 
valeur des résultats des analyses exécutées par chacun 
des laboratoires qui y est soumis, compte tenu des 
techniques, des réactifs et du matériel employés, en les 
comparant, le cas échéant, avec le* résultats obtenus 
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par l'ensemble des Laboraloiies habilités a exécuter les 
memes Catégories d'afla!>$frs. 

Il icnd, d’une pari, i assurer la habilité et k 
perfectionnement des analyses de biologie médicale 
dans l'intérêt general de Ëa santé publique et, d’autre 
part, i permettre i chaque laboratoire de vériier la 
valeur de ses techniques et son bon fonctionnement. 

Art. 2- - Le contrôlé de Qualité est organisé, sous 
l'autorité du ministre chargé de la santé publique par 
le directeur général du laboratoire national de Ëa 
santé, 1 est assuré sur k plan technique par des 
organismes publics ou privés agréés à cet effet par le 
ministre: de ta santé publique après avis 4e la 
commission nationale permanente 4e biologie 
médicale. 

Le nombre dès opérations de contrôle de qualité 
sera an moins die huit par an, toutes catégories 
d'analyses soumises au contrôle confondues, â 
l'expiration du délai 4c drus ans prévu à l'article ] L. 

Art. 3, - Le laboratoire national de la santé 
constitue et lient à jour le fichier des laboratoires 
publics Ou privés Soumis aux dispositions du 
chapitre 1 er du titre 111 du livre Vil du code dé la 
santé publique. Pour chaque laboratoire, ce fichier 
comporte un numéro de code destiné à assurer 
l'anonymat des Operations de Contrôle. Ce fichier 
comporte également La mention de la ou des 
catégories d’analyses que Le laboratoire est autorisé à 
exécuter en application soit de 3’artLcle L, 757 du code 
de la santé publique, sou de l'article ï de la loi du 
Il juillet Jd7$ susvisée, 

Ail, 4. — 11 est institué une commission du contrôle 
de qualité des analyses de biologie médicale. Elle est 
présidée par le directeur général du laboratoire 
national de la santé ou son représentant et comprend, 
en outre, pour un tiers, des représentants de 
l'administration et des organismes d’assurance 
maladie suivants: caisse nationale d’assurance 
maladie des travailleurs salariés, caisse centrale de 
secours mutuels agricoles, caisse autonome nationale 
d'assurance maladie des travailleurs non salariés des 
professions non agricoles, pour un tiers, des 
représentants des syndicats les plus représentatifs des 
directeurs de laboratoires et des biologistes 
hospitaliers et, pour un tiers, des représentants de 
sociétés savantes dont l'activité concerne la biologie 
médicale et des personnalités médicales ou 
scientifiques qualifiés. 

Ne peuvent êt ne membres de cette commission tes 
personnes qui sont appelées i participer à l'exécution 


technique du contrôle de qualité des analyses de 
biologie médicale. 

Les membres dé la commission sont nu menés par le 
ministre chargé de la santé publique, tes représentants 
des syndicats professionnels devant lire choisis sur 
des listes d'au moins quatre noms présentées par 

CÊuX-ri. 

Les représentants des syndicats professionnels, les 
représentants des sociétés savantes èt les personnali- 
tés qualifiées son! nommés pour une durée de trois 
ans; leur mandat csl renouvelable. 

Par décision du président ou à la demande de la 
majorité des membres de la commission, peuvent être 
appelées à prendre part à scs travaux, avec voix 
consultative, toutes personnes dont la collaboration 
pareil utile pour la mise en œuvre du contrôle de 
qualité des analyses. 

Art. 5. — La commission du contrôle de qualité des 
analyses est consultée par le directeur général du 
laboratoire national de la santé sur les problèmes 
scientifiques, techniques, administratifs et financiers 
que pose l'organisation du contrôle, notamment sur 
les modalités de mise en ouvre du contrôle, te choix 
des organismes chargés de 1 exécution du contrôle et 
le cahier des charges qui doit leur être imposé, 
l'exploitation des résultats des contrôles et les 
conclusions à en tirer notamment en ce qui concerne 
la qualité des techniques, des réactifs et du matériel, la 
détermination des anomalies dans tes résultats des 
analyses, k rapport annuel d'activité prévu au dernier 
alinéa 4e l'article 6 d'dessous, la communication au 
ministre chargé de la santé publique des résultats de 
laboratoires déterminés. 

Il est formé au sein de la commission un comité 
permanent présidé par le directeur général du 
laboratoire national de la santé ou son représentant 
et comprenant en Outre six membres dont deux de 
chacune des trois catégories de membres prévus à 
l'article 4.. Le Comité permanent est saisi Cfl cas 
d*urgen€£. La commission peu! lui donner délégation 
po u r délibérer en son lieu ci place sur toute affaire de 
sa compétence. 

La commission, peut décider de constituer en son 
sein des sections ou des groupes de travail pour 
l'étude de œrlames des questions pour lesquelles elle 
est appelée à émettre un avis. 

Art. - L'exécution technique du contrôle est 
assurée selon les instructions du directeur général du 
Laboratoire national de la santé par des organismes 
publics ou privés agréés par k ministre chargé de la 
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santé après avis de La commission du ronirôle de 
qualité des analyses et de La commission nationale 
permanente (Le biologie médicale. 

L'agrément est donné pour une période de trois ans 
renouvelable dans Les mêmes conditions. Il implique 
l'obligation de se conformer au «hier des charges 
élabore dans tes conditions prévues â l'article ci- 
dessus. 

Les organismes publics ou privés agréés communi- 
quent les résultats de tous les Laboratoires contrôlés 
avec leurs observations m directeur général du 
laboratoire national de la santé ; cettu-d adresse les 
résultats comparatifs, les. statistiques d'ensemble et tes 
commentaires auxquels ils donnent Lieu, À chacun des 
laboratoires soumis au contrôle. 

La synthèse des renseignements fournis par Ses 
résultats des contrôles de qualité est faite au moins 
une fois par an par te directeur général du laboratoire 
national, de 3a santé dans un rapport rédigé après 
consultation de ia commission du contrôle de qualité 
des analyses; ce rapport est adressé I chacun des 
laboratoires soumis au contrôle ainsi qu’à la 
commission nationale permanente de biologie 
médicale. 

Le directeur général du laboratoire national de la 
santé dresse annuellement un rapport sur l'activité de 
ce laboratoire dans le domaine du contrôle de qualité, 
comportant notamment un état détaillé des charges 
de fonctionnement altérentes à ce contrôle; ce 
rapport est adressé au ministre chargé de la santé 
publique et communiqué également à la commission 
nationale permanente de biologie médicale. 

Art. 7. - Lorsque les résultats d'un laboratoire 
présentent des anomalies répétées et importantes au 
regard de leur utilisation médicale, le cas de ce 
laboratoire est soumis anonymement à la commission 
du contrôle de qualité, dont l’avis est transmis au 
ministre chargé de la santé publique. 

Le ministre peut aussi demander communication 
des résul tats d un laboratoire déterminé : dans ce cas, 
ils sont accompagne* d'un avis de la commission du 
contrôle de qualité, 

Art. B. — Le directeur général, du laboratoire 
national de Ëa santé signale au ministre chargé de la 
Santé publique les laboratoires qui ne se Soumet- 
traient pas au Contrôle de qualité. 

Art. 9. - Le laboratoire national de la santé garde 
pendant la durée normale de leur conservation des 


exemplaires des échantillons ayant «rvi sus contrôles 
de qualité en vue de permettre, le cas échéant, soit une 
expertise de ces échantillon» à la demandé d’un 
laboratoire, soit te contrôle de la bonne exécution des 
analyses prévu à l’article L. 761-13 du code de la 
santé publique. 

Art. 10. — Tout laboratoire soumis au contrôlé de 
qualité doit conserver pendant cinq ans tes résnlMü 
des analyses qu’il a exécutées pour tes besoins de ce 
contrôle. 

Ces résultats doivent être présentés à Loccasion du 
co fit rôle prévu 4 l’article L. 761-13 du code d# la 
santé publique, 

Art. EL — Le contrôle de qualité des analyses de 
biologie médicate est mis en oeuvre par étapes, 
compte tenu des possibilités techniques. Four les 
analyses relevant de la biochimie, de l’hématologie, de 
(a bactériologie- vi rologie et de la parasitologie, il 
doit être mis en oeuvre dans un délai maximum de 
•deux ans, à des dates fixées par arretés du ministre 
chargé de Ea santé publique. 

La mise en oeuvre du contrôle de qualité pour les 
analyses relevant d'autres disciplines de la biologie 
médicale fera l'objet de décrets ultérieurs. 

Art. 12. - Sans préjudice du contrôle obligatoire 
prévu aux articles ci-dessus, des contrôles de qualité 
des analyses peuvent être organisés régionalement 
dans te but d'apporter au* laboratoires une assis lance 
technique et de promouvoir un contrôle permanent 
de leur fonctionnement. Ces contrôles facultatifs sont 
organisés par des organismes publics ou des 
associations privées agréés à cette fin par te ministre 
chargé de Ea santé publique, après avis de là 
commission nationale permanente de biologie 
médicale et selon une procédure fixée par arrêté dudit 
ministre. 

Lesdita organismes ou associations agréés envoient 
chaque année un compte rendu de leur activité de 
contrôle au préfet du département où ils ont leur 
siège et au laboratoire national de la santé. 

Art. 1 J. - Le ministre de la santé et de Ea famille, le 
ministre du budget et le ministre de l'agriculture sont 
chargés., chacun en ce qui te concerne, de l'exécution 
du présent décret, sui sera publié au Journal officiel de 
la République françatee. 

Fait à Paris, Se ? décembre 1^7®, 
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* Le microscope est un instrument d'optique 
qui fournit des images très agrandies d'objets 
invisibles à Pœîl nu. 

* Le microscope., que chacun connaît, est 3e 
microscope optique, dit « à fond clair ». Il se 
compose de deux systèmes de lentilles, 
L'objectif et L'oculaire, supportés par une 
partie mécanique,, le stàtif 

* Il existe d'autres microscopes optiques 
adaptés à des conditions particulières d'obser- 
vation : 

- le microscope à fond noir adapte à 
l'observation d'objets que leurs dimensions ou 
leur transparence rendent difficilement obser- 
vables par les méthodes habituelles ; 

- le microscope polarisant renseigne sur les 


propriétés optiques des corps : pouvoir rota- 
toire ou biréfringence ; 

- ie microscope à contraste de phase adapté 
à l'observation d’objets provoquant un dépha- 
sage dépendant de l’indice et de l’épaisseur des 
régions traversées ; 

— le microscope à fluorescence adapté à 
l'observation d'objets fluorescents. 

* Lorsque le microscope optique n'est pas 
suffisant, on se sert du microscope éteetf onique 
utilisant non plus les radiations visibles mais 
l'interaction avec la matière d'un faisceau 
d’électrons. 

Les microscopes optiques sont encore appe- 
lés phoionèqoes, les photons jouant le rôle des 
électrons dans les microscopes électroniques. 


1. Limite de résolution ; pouvoir séparateur 


On définît la limite de résolution d’un micros- 
cope par la plus petite distance entre deux 
points À et B que Ton peut observer (en 
distinguant les deux points.). 

Le pouvoir séparateur d'un microscope est 
d'autant plus grand que la limite de résolution 
est petite, 

Un calcul portant sur les phénomènes de 
diffraction montre que la limite de résolution 
vérifie la relation suivante : 

L = 0M ’ * 
n sin U 

où X est la longueur d’onde, n l’indice de 


réfraction du milieu situé entre l'objet et 
l’objectif du microscope, U est le demi-angle 
au sommet du cdne sous lequel est vu l’objectif 
à partir du milieu de la préparation à observer 
(Fig, I), 



M _ _ -m- préflftfaiJo*? 

I 

Fig, 1 Ouverture numérique. 
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LE MICROSCOPE OPTIQUE VISIBLE 


On appelle ouverture numérique (Oh N.) le 
produit n sin u. 

Pour diminuer La limite de résolution, on 
peut: 

- augmenter l'indice : on emploie alors un 
objectif à immersion ; 

— augmenter u; cela est difficile car on 
perd alors dé là puissance lumineuse ; 

- diminuer à ; on utilise un rayonnement 
corpusculaire. En effet la relation de Broglie 
permet de calculer la longueur d'onde associée 
à des électrons dont la masse est m et la vitesse 

i? : h = — avec h : constante de Planck 
mv 

(h = 6,62 JO" * Es), 


Par exemple, fonde associée à des électrons 
accélérés par une différence de potentiel de 
100 kv a une longueur d'onde x = 0,005 nm, 

Le tabteau d-aprés résume quelques valeurs 
de limite de résolution : 


«il 

0.1 mm 

.microscope visible 

0,2 UTTL 

microscope UV 

0,1 |AU1 

rayons X 

1 (IM 

microscope électronique 

0.5 nm 


2 . Le microscope optique visible (à fond clair) 


2.1. SCHÉMA OPTIQUE 

La figure 2 représente le trajet des rayons 
lumineux dans le cas d'une observation dite 
« rapprochée » dans laquelle l'image définitive 
(virtuelle) se trouve à une vingtaine de centi- 
mètres de l'œil. 

On voit que l'objectif (0 ( ) donne de l'objet 
AB une image réelle, A|B|, renversée ; 
('oculaire donne de A|B| une image A'B 1 
virtuelle et droite. 


- l'ouverture numérique ON ■ n sin a 
(voir 4L); 

- la distance focale f\ de quelques millimé- 


trés ; 

- la distance frontale, comprise entre 
L’objet et la lentille frontale, lorsque la mise au 
point est faite ; 

- le grandissement y — 11 (voir fig- l) ; 

AB 

- la netteté des contours de l'image (utilisa- 
tion d'objectifs dits « achromatiques »). 


La figure2 représente un objectif avec ses 
indications. 


2.2 L’OBJECTIF 

C'est un système centré convergent formé 
de plusieurs lentilles simples ou composés, qui 
donne de l'objet une image réelle. On le 
caractérise par : 


2.3. L'OCULAIRE 

C'est un système centré formé de deux OU 
plusieurs lentilles, donnant de l'image objec- 
tive une image virtuelle, droite et agrandie. 
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MICftOSCÛFIE 




El lai ïà-ijis n’-ai cariKé i^ilajrage eorFsci 

Fig,, 4 Centrage de l'éclairage. 

phragmé du condenseur, il faudra, au 
contraire, l'ouvrir pour ies préparations colo- 
rées. 

Le contraste est obtenu par simple déplace- 
ment en hauteur du système d "éclairage. 


2,6. UTILISATION OU 
MICROSCOPE 

2.6 A. MISE Ali POINT 

— Amener l'objectif contre La lamelle en 
évitant les. heurts. 

— Relever lentement le tube microscopique 
jusqu'à obtention d'une image, 

— Parfaire la mise au point â L’aide de la vis 
mi c romét tique . 
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LE MtGRQSCQPE A. CONTRASTE DE PHASE 



L’amplitude résultante en A 1 " sera (a + a$) 
et il apparaîtra un contraste entre A' et le 
fond. 

Le contraste C est exprimé en fonction de 
l’éclairement : 



avec 

se, » a 1 : éclairement du fond 

e A i — (a + mp) J ' éclairement du point A'. 

C= |2ip{ ■ 

L’objet devient visible fi C est supérieur à 

0 , 1 . 


3.3, APPAREILLAGE 

La lame de phase (L) doit couvrir la partie 
centrale de Tonde directe ; ses dimensions 


doivent être petites : die est placée au foyer 
image de l'objectif. 

Pour avoir davantage de lumière;, on rem' 
place la source ponctuelle par une fente annu- 
laire, la lame de phase devant avoir la même 
forme (anneau de phase). 

La lame de phase est montée avec l'objectif, 
dans le plan focal image (d'où l’existence 
d’objectifs spéciaux, â contraste de phase). 


3.4. APPLICATIONS 

- En bactériologie : Observation d’objets 
de phase tels la spore et les flagelles. Observa- 
tions de bactéries â l’état frais. 

- En parasitologie ; Le Trichomcims mgi- 
natis , invisible dans une préparation de sérosi- 
tés vaginales, le devient en microscopie en 
contraste de phase, le parasite se détache 
brillant sur fond gris. 
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4, Le microscope à fluorescence 


4.1. PRINCIPE 

Un corps est fluorescent lorsqu®,, frappé par 
une radiation de longueur d'onde x. 0 émet 
une radiation de longueur d’onde X r supérieure 
à X. 

La tnicroscopie de fluorescence consiste à 
observer au microscope des objets fluores- 
cents. 

Il y a auto fluorescence si l’objet contient des 
molécules fluorescentes par cl Ics-mcmcs . Les 
porphyrincs. par exemple, ont une fluores- 
cence rouge ; souvent les tissus do nn ent des 
couleurs varices auxquelles il est difficile de 
rattacher une substance chimique bien définie. 

Dans le cas contraire, l’objet est devenu 
fluorescent après avoir ètè coloré par un 
fluorochrome ^ un colorant fluorochrome est 
une molécule qui possède un groupement 
responsable de la fluorescence (groupement 
fluorochrome), et un groupement responsable 
de la fixation sur l’objet (groupement auxo- 
chjomc). On donne quelques exemples : 

- l'isothiocyanate de rhodamine (RITC) 
qui fluoresce en vert ; 

- l'isothiocyanate de fluorescéine (FïTC) 
qui fluoresce en bleu ; 

- L'auramme qui fluoresce en. jaune. 

L’immuitonuorescence est la visualisation 

d’un complexe Ag-Âc à l’aide d’un Ac conju- 
gué à un fluorochrome (isothiocyaoate de 


5. Microscope à fond noir 


5.1. PRINCIPE 

Four observer des objets que leurs dimen- 
sions, ou leur transparence rendent dïfïMle- 


fluorescéine). D'une manière générale, la colo- 
ration fluorescente doit être sélective ; le 
bacille tuberculeux est imprégné sélectivement 
par l’auramme, Comme en microscopie 
usuelle, on peut utiliser un colorant de fond 
(souvent pour masquer l’auto fluorescence des 
tissus observés) ou, pour une préparation 
histologique, une coloration polychroma tique 

4.2. TECHNOLOGIE 

La technologie de la microscopie de fluores- 
cence a été décrite p. 119 et 120, 

4.3. APPLICATIONS 

* Bactériologie 

— Coloration fluorescente des mycobacté- 
ries à rauramine, 

— Diagnostic par immunofluorescence de 
bactéries ; par exemple ; diagnostic des E. colt 
cnlcropathogcnes. 

— Sérodiagnostic de la syphilis. 

* Parasitologie 

Sérodiagnostic du toxoplasme et du palu- 
disme à Plasmodium. 

* Histologie 

e Minéralogie 


ment décelables par les méthodes habituelles, 
on a recours aux dispositifs à fond noir. 

On rend obscur le fond de la préparation en 
interposant, entre celle-ci et la source lumt- 
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MICROSCOPE ÉLECTRONIQUE 


neuse du microscope, un disque opaque. Les 
rayons lumineux qui passent à la périphérie du 
disque sont dirigés de telle sorte qu'ils ne 
peuvent entrer directement dans l'objectif 
microscopique. Seuls, peuvent atteindre 
l'objectif les rayons qui ont etc réfléchis,, 
réfractés ou difTraetès par les éléments figurés 
de la préparation. Ces derniers deviennent 
comme autant de sources lumineuses que l'exil 
peut observer au travers du microscope. 


5.2» APPAREILLAGE 

Un certain nombre de solutions ont été 
proposées pour donner aux rayons lumineux 
une direction telle qu'ils n’aLteignent pas 
l'objectif. 

L'un a été souvent mis en ttuvre p&r les 
constructeurs de microscope i Se condensateur 
à miroirs. 

Cet accessoire est formé de deux miroirs 
sphériques concentriques, le miroir central est 
convexe, le miroir périphérique est concave. 

Le jeu de ces miroirs arrête les rayons 
directs et ne permet l’accès à l'objectif qu'aux 



rayons réfléchis, réfractés, diffraclés par des 
objets de la préparation. 

5.3 APPLICATIONS 

Observation des Tréponèmes, 


6» Microscope électronique 


6.1 PRINCIPE 

On a vu ($1) que, pour augmenter le 
pouvoir séparateur, c'est-à-dire diminuer 3a 
limite de résolution, on pouvait diminuer la 
longueur d’onde. 

En microscopie électronique, la longueur 
d’onde associée aux électrons est de l'ordre de 
5.1Û"’ 3 nm ; elle dépend de la tension accéléra- 
trice, 

Pour éviter les interactions entre les élec- 
trons et des molécules de gaz, il est nécessaire 

169 


d'opérer dans le vide, c’est-à-dire avec une 
pression de l’ordre de 10 " i à 10" 7 mm Hg 

Les électrons émis par une source (en géné- 
ral un métal chauffe) sont accélérés par une 
anode {canon à électrons) ; ils forment un 
faisceau que l’on peut modifier en direction ou 
en largeur par un système de lentilles électros- 
tatiques ou électromagnétiques, jouant le rôle 
du condenseur dans le microscope photonique. 

Le faisceau d'électrons ayant traversé l'objet 
subit l’effet d’un sysième de lentilles électro- 
magnétiques jouant le rôle de l’objectif du 
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Direction de tombraÿf* 



Fitn pfo'pdmji dtf c&lbmw 

Déc$t 


,dj Fracture du bloc congelé. 

■4) Exposition du plan de fracture. 


d) 



c) Cryodécapage, 

d} Réplication du plan de fracture 
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